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POPIS OZNAKA I KARTICA

BRCA-1 —od eng. Breast cancer 1; gen vezan uz rak dojke -1

BRCA-2- od eng. Breast cancer 2; gen vezan uz rak dojke -2

CCNDI1- gen koji kodira ciklin D1

CD- od eng. Cluster of differentiation; limfocitni biljeg

CDC25C-gen koji kodira fosfatazu 3 u M-fazl

CHEK 2- od eng. Cell — cycle checkpoint kinase

CK- od eng. cytokeratin; citokeratin

DCC —od engl. dextran coated charcoal; ugljenom oblozen dekstran
EIA- od eng. enzyme immunoassay; enzimski imunotest

ELISA- od eng. enzyme-linked immunosorbent assay:enzimski imunotest
EGF- od eng. epidermal growth factor-epidermalni cimbenik rasta

ER- estrogenski receptor

GST-pi- glutation S transferaza pi

HER-2 —od eng. human epidermal growth factor receptor 2; receptor
epidermalnog Cimbenika rasta

HSP- od eng. heat shock protein; stani¢na stresna bjelancevina
hTERT-od engl. human telomerase reverse transcriptase:kataliticka
podjedinica telomeraze

hTR- od engl. RNA component telomerase RNA podjedinica telomeraze
IGF-1- od eng. insulin-like growth factor 1; inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta
1

LDH-B- laktat dehidrogenaza B

MALDI-TOF- od eng. Matrix assisted laser desorption/ionization-time of
flight; vrsta masene spektroskopije

MAP- od eng. mitogen activated

MMP- Matriks metaloproteinaze



PAI-1- inhibitor plazminogen aktivatora

PCR — od eng. polymerase chain reaction

PR- progesteronski receptor

SELDI-TOF- od eng. Surface-enhanced laser desorption/ionization-time of
flight; kombinacija masene spektroskopije i kromatografije

uPA- urokinaza plazminogen aktivator

TRAP - od engl. telomeric repeat amplification protocol
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1.UVOD

1.1. CIMBENICI RIZIKA RAKA DOJKE

Rak dojke je najces¢i zlo¢udni tumor u Zena 1 drugi uzrok smrtnosti
od raka u zena. Svake godine dijagnosticira se oko 1,2 milijuna novih
slucajeva, Sto predstavlja 10-12 % svjetske populacije Zena i svake godine
oko 500 000 Zena umre od karcinoma dojke (1,2). Sukladno podatcima
Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Republici Hrvatskoj
je 2007 godine zabiljezeno 2574 novooboljelih od raka dojke
(111/100000) s najve¢om ucestaloS¢u od 50-79 godine Zivota, a 960
bolesnica je umrlo od te bolesti (43/100000) (3). Ucestalost raka dojke u
pojedinim dijelovima svijeta je razliita, najniza je u nekim azijskim
zemljama, a najviSa je u Zapadnoj Evropi 1 Sjedinjenim ameri¢kim
drzavama (4). Postoje razlike u incidenciji 1 smrtnosti u raku dojke u
pojedinim rasama, afro-amerikanke oboljevaju u mladoj dobi (< 50 godina)
1 imaju vecu smrtnost od Zena bijele rase, koje ucestalije oboljevaju u dobi

iznad 50 godina.

1.1.1. Epidemioloski ¢imbenici

Brojna epidemioloska istrazivanja pokazala su povezanost razlicitih
egzogenih 1 endogenih ¢imbenika s vi§im rizikom nastanka raka dojke.
Epidemioloski ¢imbenici, kao §to su starija Zivotna dob, visoke serumske
koncentracije inzulinu slicnog ¢imbenika rasta 1 (IGF-1, eng. Insulin-like
growth factor 1) u premenopauzi 1 estrogena u postmenopauzi, mjesto

rodenja u razvijenim zapadnim zemljama kao 1 pozitivna obiteljska



anamneza blizih srodnika povecavaju rizik za nastanak raka dojke za vise
od cetiri puta. Benigne proliferacijske lezije u dojkama, mamografijom
uocene nepravilne promjene ili visoka doza ionizirajueg zraCenja u
podrucje prsnog kosa, dobar ekonomski status, kasna prva trudnoca (iznad
35 godine 7Zivota), pozitivnha obiteljska anamneza daljnjih srodnika
povecavaju rizik raka dojke 2-4 puta. Rana menarha (<11 godine) i kasna
menopauza (> 55 godina), pretilost u postmenopauzi, prehrana bogata
zasi¢enim masnim kiselinama, nuliparitet, crna rasa uz dob mladu od 45
godina 1 zene bijele rase uz dob stariju od 45 godina povecavaju rizik
nastanka raka dojke 1-2 puta. Poznati su i protektivni ¢imbenici u nastanku
karcinoma dojke: kasna menarha (> 15 godine), dojenje koje traje duze od
godine dana, prehrana bogata nezasiCenim masnim kiselinama kao i

povecana tjelesna aktivnost (1,4-6).

1.1.2. Cimbenici nasljeda

Obiteljska povezanost uocava se u oko 5-10% slucajeva raka dojke,
ali prema najnovijim istrazivanjima na jednojaj¢anim blizancima, ¢ini se da
se nasljednim ¢imbenicima moZze pripisati ¢ak do 27% karcinoma dojke. U
30-40% oboljelih od karcinoma dojke nadene su mutacije supresorskih
gena ili antionkogena, BRCA1 1 BRCA2 ( eng. Breast cancer 112 ). U
literaturi je opisano viSe od 400 mutacija gena BRCAI1 1 viSe od 200
mutacija gena BRCA2. U Zena s nasljednim oblikom karcinoma dojke,
ucestalost mutacije gena BRCAI je do 70%, a u drugih bolesnica 3%. U
zena kojima je potvrdena mutacija gena BRCA1 vjerojatnost nastanka
karcinoma dojke je 60-80% (7). U obiteljima s visokim rizikom nastanka
karcinoma dojke 1 jajnika mutacije gena BRCA2 nadene su u 10-20 %

sluajeva. Oba gena su tumor supresorski geni, glavna im je uloga u



popravcima oSteenja DNA 1 u odrZavanju integriteta genoma; gubitak
njihove funkcije doprinosi genomskoj nestabilnosti, mehanizmima koji jo$
uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni (8-10,). Bolesnice s BRCA1 1 BRCA2
mutacijama imaju loSiju prognozu i krace prezivljenje od bolesnica koje
nemaju mutirane te gene (11). U raku dojke nadene su brojne nasljedne i
steCene mutacije p53, nasljedne mutacije u Li-Fraumeni-jevom sindromu
karakteriziraju ucestalu i1 ranu pojavu tumora dojke, leukemije, sarkome,
tumore mozga 1 karcinome kore nadbubrezne Zlijezde (12,13). Nasljedne
mutacije gena CHEK 2 (engl. Cell — cycle checkpoint kinase) povecavaju
sklonost nastanka tumora dojke i prostate (14). CHEK2 ima ulogu u
regulaciji stani¢nog ciklusa, apoptozi 1 popravcima DNA oStecenja kroz
fosforilaciju p53 i BRCA1. Pokazano je da je amplifikacija ili prekomjerna
izrazenost gena CCNDI (gen koji kodira ciklin D1) ucestalija u estrogen-
negativnim tumorima. CCND1 ima ulogu u metabolizmu, diferencijaciji 1
rastu stanice, te je koaktivator i korepresor acetilacije i remodeliranja
proteina kromatina (15). SteCene somatske mutacije su odgovorne za oko
90% karcinoma dojke. Medutim, samo jedna somatska mutacija,

amplifikacija HER-2, koristi se u klinickom definiranju karcinoma dojke

(16).

1.2. PODJELA RAKA DOJKE

Rak dojke je heterogena bolest koja obuhvaca brojne bioloSke
entitete sa specificnim patoloSkim obiljezjima 1 razli¢itim bioloskim
ponaSanjem. Nastaje poput drugih vrsta karcinoma, kao posljedica
oStecenja gena koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa. Konstitutivna
ekspresija oSteCenih onkogena, gubitak funkcije tumor supresorskog gena

uslijed mutacija ili bilo kojih drugih genskih promjena dovodi do



nekontrolirane diobe 1 rasta stanica te besmrtnosti stanica, Sto dovodi do
daljnjeg ostecenja genoma. U prognozi i planiranju terapije bolesnica s
rakom dojke koriste se slijede¢i Cimbenici: izrazenost estrogenskih
receptora (ER), progesteronskih receptora (PR), receptora epidermalnog
Cimbenika rasta c-erb-B2 (HER-2), prisutnost metastaza u aksilarnim
limfnim ¢vorovima, veli¢ina tumora, tip tumora 1 histoloSki gradus.
Ekspresija ER 1 PR godinama se upotrebljavaju kao pokazatelji hormonske
ovisnosti tumora 1 ¢imbenik u primjeni hormonske terapije. Dvije trecine
zena mladih od 50 godina ima ER pozitivne tumore. Bolesnice s takvim
tumorima, imaju bolju prognozu, manju smrtnost (26%) i smanjenu pojavu
recidiva bolesti (47%) u odnosu na bolesnice s negativnim ER. ER su
proteini jezgre, poznata su dva tipa Era i Erf, oba su transkripcijski
¢imbenici 1 posreduju u djelovanju estrogena. Era 1 Erf} vezu estradiol ali s
razli¢itim afinitetom. PR nalazimo u 50% svih ER pozitivnih tumora dojke.
Ekspresija PR ovisi o ekspresiji funkcionalnog ER. PR su transkripcijski
¢imbenici €ija je aktivnost isprepletena s drugim unutarstaniénim signalnim
putevima koji imaju vaznu ulogu u hormonski reguliranom poticanju rasta
tkiva (10,17). HER-2 spada u skupinu receptora epidermalnog ¢imbenika
rasta (EGF). Do sada su poznata Cetiri EGF receptora: EGFR (HER-1), c-
erbB-2 (HER-2/neu), c-erbB-3 1 c-erbB-4. Pripadaju skupini
transmembranskih-tirozin kinaznih receptora, koji imaju vaznu ulogu u
diferencijaciji, adheziji 1 pokretljivosti stanica. Na receptor HER-2
pozitivno je 18-20% karcinoma dojke S$to je povezano s visokim
histoloSkim gradusom i1 veCom uclestalosti metastaza u aksilarnim limfnim
¢vorovima (18-21). U karcinomu dojke najvece molekulske razlike se
oituju izmedu transkriptoma estrogen receptor pozitivnih karcinoma 1
transkriptoma estrogen receptor negativnih karcinoma, 1 s obzirom na

profil genske ekspresije mogu biti podijeljeni u pet skupina: luminalni tip



A, luminalni tip B, tip sli¢an normalnoj dojci (engl. normal-breast-like), tip
nalik bazalnim stanicama (engl. basal-like) HER-2 tip (tip s prekomjernom

HER-2 ekspresijom) (22).

1.2.1. Luminalni tip karcinoma dojke

Kod luminalnog tipa karcinoma dojke, mati¢ne stanice nastaju iz
luminalne epitelne stanice. Ovaj tip karcinoma moZze se podijeliti u
najmanje dvije razli¢ite skupine; luminalni tip A 1 luminalni tip B, koji se
razlikuju u molekularnim karakteristikama tumora 1 klinickom tijeku
bolesti. Karcinom dojke luminalnog tipa A, obi¢no ima niski histoloski
gradus, izvrsnu prognozu, visoku ekspresiju ER (estrogen receptor)-
aktiviranih gena, nisku ekspresiju gena proliferacije 1 ekspresiju
citokeratina male molekulske mase. Karcinomi luminalnog tipa B
uglavnom imaju pozitivne ER 1 amplifikaciju HER-2, visoki histoloski
gradus, visoki stupanj proliferacije 1 loSiju prognozu nego oni luminalnog

tipa A (22,23).

1.2.2. Karcinom dojke slican normalnoj dojci

Tumori tipa koji su slicni normalnoj dojci, slabo su karakterizirani
tumori. Glavno obiljezje ovih tumora je slicnost s uzorcima fibroadenoma 1
normalnih dojki uz visoki sadrzaj stromalnih stanica. Tumorske stanice
izrazavaju epitelno-mezenhimalne markere vimetin (filamentni protein)
TWIST1 ( transkripcijski faktor ) 1 gene koji su izrazeni u adipoznom tkivu,
te gene karakteristicne za stanice bazalnog epitela. Imaju veliki sadrzaj

glikoproteinskih antigena kaveolinal 1 mucina 1 (24).



1.2.3. HER-2 tip karcinoma dojke

Karcinomi HER-2 tipa su obino ER negativni 1 imaju visoku
izrazenost HER-2 i gena povezanih s HER-2 signalnim putevima. Sadrzaj
proliferacijskih markera je visok i tumori imaju visoki histoloSki gradus.
Amplifikacija HER-2 gena povecava stani¢nu proliferaciju, koc¢i apoptozu,
poti¢e angiogenezu, invazivni rast 1 metastaziranje. U terapijske svrhe
koriste se dva tipa inhibicije HER-2: monoklonsko protutijelo protiv
ekstracelularne domene (trastuzumab) 1 male molekule inhibitori protein
kinaze (lapatinib) (25).

1.2.4. Karcinom dojke nalik bazalnim stanicama

Karcinomi dojke tipa nalik bazalnim stanicama su skupina ER
negativnih karcinoma c¢ije stanice konstitutivno izraZzavaju gene koji su
izrazeni u normalnim bazalnim/mioepitelnim stanicama dojke. To
ukljucuje gene za citokeratine visoke molekulske mase, P-kadherin,
kaveolin 1 1 2 1 receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) (26-30).
Ovi karcinomi imaju visoki histoloski gradus, visoki mitoticki indeks,
prisustvo centralnih nekrotickih zona te infiltrate limfocita. Sinonim ovih
tumora je ,tripl"-negativni tumori jer ne izrazavaju ER, PR 1 HER-2.
Medutim prema nekim autorima tripl-negativni tumori su vise heterogeni

nego bazalni tumori (20,21,26-28).
1.3. PROGNOSTICKI CIMBENICI RAKA DOJKE
Svojstva zlo¢udne preobrazbe su pretjerano umnazanje ili

nakupljanje tumorskih stanica, stvaranje tumora i1 metastaziranje. Brzina

rasta tumora ovisi o omjeru nastanka novih stanica i gubitka. Rak dojke se



dugo razvija i potrebno je 5-7 godina da tumor dosegne veli¢inu 1 cm 1
postane klinicki zamjetljiv. Postoji bioloska heterogenost raka dojke i
znatna razlika u kliniCkom ocitovanju bolesti. Veliki broj istrazivanja
proveden je radi definicije ¢imbenika koji bi bili pokazatelji prognoze
bolesnica s karcinomom dojke. Prognosticki pokazatelji raka dojke trebali
bi zadovoljiti ove kriterije: 1) znacajna i neovisna vrijednost potvrdena
klinickim studijama; 2) utvrdivanje prisutnosti ¢imbenika treba biti
izvedivo, reproducibilno, jednostavno 1 specifi¢no; 3) mogucnost koriStenja
u klinicke svrhe s utjecajem na odluke o terapiji. Prognosticki ¢imbenici
koji se koriste u prognozi raka dojke su: veli¢ina tumora, zahvacenost
limfnih ¢vorova pazuha zloudnim stanicama, stupanj diferencijacije
tumora, estrogenski 1 progesteronski receptori, prisutnost HER-2 u
tumorskom tkivu, proliferacijska aktivnost i stanje ploidnosti, te joS neke
znaCajke tumora kao S§to su katepsin D, uPA (urokinaza plazminogen
aktivator) i PAI-1 (inhibitor plazminogen aktivatora), status onkogena i
protonkogena, proteomske analize karcinoma dojke 1 analize

multiparametarske ekspresije gena (31).

1.3.1 Veli¢ina tumora

Nakon operacijskog zahvata u bolesnica s rakom dojke veli¢ina
tumora se odreduje rutinski, 1 to je jedan od vaznijih prognostickih
¢imbenika, pogotovo u bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima pazuha.
Postoji linearan odnos izmedu prezivljenja bolesnica 1 veli¢ine tumora.
Bolesnice s manjim tumorima imaju bolju prognozu. Kod tumora manjih
od 1 cm u promjeru, s negativnom aksilom, 10-ogodiSnje prezivljenje bez
bolesti je 88%, a u onth s tumorima ve¢im od 5 cm 70% . Tzv. minimalni

karcinom dojke ("minimal breast carcinoma") odnosi se na karcinome koji



imaju izuzetno dobru prognozu, a obuhvaca slu€ajeve neinvazivnog
karcinoma ( in situ ) te invazivne karcinome promjera do 10 mm. Neki

autori, medutim, uzimaju granicu od 5 mm odnosno 9 mm ( 31,32).

1.3.2. Zahvacenost limfnih ¢vorova pazuha tumorom

Disekcijom 1 analizom limfnih ¢vorova moguce je dobivanje vaznih
prognostickih informacija kako u pogledu prezivljenja bolesnica tako 1 u
sluaju slobodnog intervala (vremena do pojave metastaza). Ovo je
najvazniji prognosticki ¢imbenik u bolesnica s karcinomom dojke.
Bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima imaju 5-ogodiSnje prezivljenje
bez bolesti preko 80%, a ako su ¢vorovi pozitivni, prezivljenje bez bolesti
je ispod 65%. Rizik pojave recidiva te ukupno prezivljenje ovise 1 o broju
zahvacenih limfnih ¢vorova, prognoza je tim loSija Sto je broj limfnih
¢vorova veci. Ako su zahvacena 1-3 limfna ¢vora, 10. prezivljenje je 54%,
a ako su zahvacena viSe od 4 limfna ¢vora prezivljenje je 26 %. Bolesnice
kojima nisu zahvaceni limfni ¢vorovi pazuha imaju u pravilu bolju
prognozu bolesti, ali 1 unutar te skupine postoje razlike. Oko 20-30%
bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima imat ¢e recidiv bolesti, te je
potrebno utvrditi ¢imbenike koji ¢e pomoci u prepoznavanju agresivnijeg

oblika bolesti (33,34).

1.3.3. Histoloski gradus

Histoloski gradus ili histoloSki stupanj diferenciranosti tumora je

prognosticka vrijednost neovisna o veli¢ini tumora 1 zahvacenosti limfnih

¢vorova pazuha tumorom. Invazivni karcinomi dojke su histoloSki 1



klini¢ki raznolika skupina tumora, medutim njihovo bioloSko ponaSanje
korelira s histoloSkim izgledom pa je stupnjevanje ovih tumora
prognosti¢ki neobi¢no vazno. Stupnjevanje moze biti bazirano samo na
karakteristikama jezgri tumorskih stanica kada se govori o tzv. gradusu
jezgre (na njemu se zasnivala nekadasnja Blackova metoda) ili na
kombinaciji gradusa i1 karakteristika jezgre, kada se govori o histoloSkom
gradusu. Danas se najviSe odreduje histoloski gradus prema Scarff-Bloom-
Richardsonu (35), odnosno modifikacija te metode po Elstonu 1 Ellisu (tzv.
Nottinghamska metoda) (32) koja se razlikuje od originalne prili¢no
subjektivne metode u tome Sto daje precizne i stroge kriterije za svaku od
tri ocjenjivane morfoloSke osobine: stvaranje tubula, polimorfizam jezgara
1 broj mitoza. Svaka od te tri osobine ocjenjuje se s 1-3 boda, a konacni
gradus dodjeljuje se prema zbiru svih bodova:

3-5 bodova: gradus 1 (dobro diferencirani tumori)

6-7 bodova: gradus 2 (srednje diferencirani tumori)

8-9 bodova: gradus 3 (slabo diferencirani tumorti).

Dobro diferencirani tumori (gradus 1) imaju petogodiSnje prezivljenje u
oko 75% bolesnica, a deset godina prezivi 47% bolesnica. S umjereno
diferenciranim tumorima (gradus 2) pet godina prezivi 53% bolesnica, a
deset godina prezivi 27% bolesnica. U skupini bolesnica sa slabo
diferenciranim tumorima (gradus3 ) pet godina prezivi 31%, a deset godina
prezivi 18% (35). Histoloski gradus vazan je prediktivni ¢imbenik jer se
pokazalo da tumori viSeg gradusa bolje reagiraju na neke kemoterapijske
protokole. Prognosticka vrijednost histoloskog gradusa raste u kombinaciji
s drugim prognostickim ¢imbenicima od kojih su najvazniji veliina tumora
1 histoloski status aksilarnih limfnih ¢vorova, na osnovi ¢ega je napravljen
Nottinghamski prognosticki indeks (36).

1.3.4. Estrogenski i progesteronski receptori u tumorskom tkivu



Estrogenski 1 progesteronski receptori rutinski se odreduju vec
tridesetak godina u karcinomima dojke 1 imaju prognosticko 1 prediktivno
znacenje, te daju podatak o hormonskoj ovisnosti tumora. Uz odredivanje
estrogenskih receptora vazno je odrediti i progesteronske receptore, jer
estrogeni pored ostalih ucinaka poticu 1 ekspresiju progesteronskih
receptora. Odredivanje oba receptora daje bolji uvid u hormonsku aktivnost
stanica karcinoma 1 bolji je pokazatelj hormonske ovisnosti tumora. Tumori
s pozitivnim estrogenskim 1 progesteronskim receptorima (ER+PR+)
reagirat ¢e na hormonsku terapiju u 78% bolesnica, ER+PR- tumori u 34%
bolesnica, a ER-PR+ tumori reagirat ¢e u 45% bolesnica. Medutim,
zanimljivo je da ¢e 1 tumori koji su ER-PR- u oko 11% bolesnica reagirati
na hormonsku terapiju. Tumori s veCom razinom hormonskih receptora
bolje ¢e reagirati na hormonsku terapiju od onih s niZzim razinama.
LijeCenje se provodi antagonistima hormona - tamoksifenom ili
inhibitorima aromataze (37). ER- tumori bolje reagiraju na kemoterapiju u
odnosu na ER+ tumore. Bolesnice s ER+ tumorima imaju duze prezivljenje
bez bolesti u odnosu na one s ER- tumorima, ¢eS¢e su kod starijih Zena,
¢eS¢e su dobro diferencirani, diploidni, niZze mitotske aktivnosti te rjede
pokazuju ekspresiju p53 i HER2/neu. Smatra se da su ER- tumori obi¢no
loSije prognoze, slabije diferencirani, medutim, to nije sasvim to¢no. Grupa
ER- tumora je heterogena 1 sadrzi tumore razli¢itih histoloskih tipova. Oko
5% karcinoma dojke su ER-PR+ $to se moZe objasniti ili lazno negativnim
rezultatom u metodi odredivanju ER ili sinteza PR moZze biti inducirana
neovisno o ER. Vrijednost PR kao neovisnog prognostickog ¢imbenika je
vjerojatno vrlo mala (38). Steroidni receptori u tumorskom tkivu mogu se
odredivati biokemijskim, imunokemijskim 1 molekularno genetickim

metodama. U biokemijskim metodama najcesce se koristi DCC metoda (od



engl. Dextran Coated Charcoal), koja se temelji na analizi vezivanja
liganda na receptor. Imunokemijske metode primjenjuju se na pripravku
citosola kao enzimski imunotest (EIA-od engl. Enzyme immunoassay) ili
in situ kao imunohistokemijsko ili imunocitokemijsko bojanje.
Molekularno genetickim metodoma moguce je analizirati gene za receptore

kao 1 odredivati mRNA (39).

1.3.5. Proliferacijska aktivnost tumora i ploidni status tumora

Proliferacijska aktivnost tumorskih stanica moze se odredivati
razli¢itim metodama, kao §to su proto¢na citometrija (odredivanje postotka
stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa), imunohistokemijski testovi i testovi
ugradnje radioaktivno obiljeZzenog timidina. Proliferacijska aktivnost
tumorskih stanica vrlo je vazan prognosti¢ki parametar kod raka dojke.
Mitotski indeks je sastavni dio histoloskog gradusa i rutinski se odreduje u
svim karcinomima dojke (40). Od imunohistokemijskih metoda najvise se
koristi odredivanje antigena jezgre Ki-67 ( Ki-67 prema Kiel University, a
67 prema rednom broju u mikrotitarskim plo¢icama kada je otkriven
(ukupno 96 ). Ki-67 je nehistonski protein molekulske mase 395 KD.
Nalazi se u stanicama u svim fazama stani¢nog ciklusa (G1, S, M 1 G2 faza
stani¢nog ciklusa), dok u fazi mirovanja stanice nije prisutan (GO fazi) (41).
MIB-1 je monoklonsko protutijelo specificno za Ki-67 protein u
tumorskom tkivu pohranjenom u parafinu. Nadena je povezanost izmedu
prisutnosti  Ki-67 antigena 1 dobi bolesnica , mitotskog indeksa te
histoloSkog gradusa (42). U tumorima u kojima je povecana prisutnost
ERp, nadeno je povecano ocitovanje proliferacijskih markera Ki-67 1 ciklin
A. Bolesnice ¢iji tumori imaju ocitovanje Ki-67 u viSe od 50% tumorskih

stanica, imaju veliki rizik razvoja relapsa bolesti (43,44). Rezultati



ispitivanja proliferacijskog indeksa nisu jednozna¢ni. Prema nekim
autorima tumori koji imaju vecu proliferacijsku aktivnost imaju loSiju
prognozu 1 kra¢i interval do pojave recidiva (45) , dok drugi autori
pokazuju povecanu proliferacijsku aktivnost u prepoznavanju bolesnica
kod kojih se ocekuje raniji relaps bolesti (32). Podatci o ploidnom statusu
tumora mogu se dobiti metodom protocne citometrije, pa tako aneuplodni
tumori tj. oni koji imaju izmjenjenu koli¢inu DNA imaju loSiju prognozu
od diploidnih (46). Mjerenje proliferacije moguce je 1 pomocu DNA-
modificiraju¢ih enzima, topoizomeraze Ila (topo Ila) klju¢nog enzima u
metabolizmu DNA. To je kljucni enzim za topo Ila inhibitore: antracikline,
epipodofilotoksine, aktinomicine, mitoksantrone 1 neke druge lijekove.
Pokazana je direktna korelacija izmedu unutarstani¢nog sadrzaja enzima i
stupnja osjetljivosti na te lijekove. Gen topo Ila smjeSten je na dugom
kraku kromosoma 17 u blizini HER-2. Rezultati su pokazali da umnazanje
gena topo Ila u HER-2 pozitivnih bolesnica moze dati prednost

terapijskom protokolu koji sadrzi antracikline 1 trastuzumab (47).

1.3.6. Proteaze

1.3.6.1. Katepsin D

Katepsin D je lizozomalna aspartil proteaza izrazena u svim tkivima,
sudjeluje u procesuiranju antigena, stani¢noj proliferaciji, obnavljanju tkiva
te aktivaciji razli¢itih prohormona. Razgraduje bazalnu membranu tumora 1
tako ima vaznu ulogu u rastu 1 metastaziranju tumora ( 48 ). Mnoge
imunohistokemijske studije su pokazale da bolesnice koje imaju visoki

sadrzaj katepsina D u tumoru imaju ve¢i histoloski gradus i1 krace



prezivljenje ( 49), dok su neke studije pokazale duze prezivljenje 1
vrijednost katepsina D kao neovisnog ¢imbenika ( 50 ). Novija istrazivanja
odvojeno analiziraju prognosti¢ke vrijednosti katepsina D u stromalnim 1
tumorskim stanicama. Prisutnost katepsina D u stromalnim stanicama ali ne
1 u tumorskim stanicama korelira s lo§ijom prognozom bolesti i kra¢im
prezivljenjem ( 49) . Mnoge studije potvrdile su povezanost katepsina D u
citosolu 1 loSiju prognozu oboljelih od karcinoma dojke u ukupnoj

populaciji bolesnica, ali 1 bolesnica s negativnim ¢vorovima u aksili (51).

1.3.6.2. Matriks metaloproteinaze

Matriks metaloproteinaze (MMPs) su obitelj funkcionalno 1
strukturno povezanih endopeptitaza (o cinku ovisne proteinaze ) te je do
danas poznato oko cetrdesetak MMPs. Prema njihovom specificnom
substratu dijele se u Sest skupina: kolagenaze, Zelatinaze, stromelizinaze,
matrilizinaze, membranski tip MMPs 1 druge. Sudjeluju u degradaciji
vezivnog stromalnog tkiva i bazalne membrane, §to su klju¢ni dogadaji u
invaziji 1 metastaziranju tumora. Cijepaju ¢imbenike rasta, receptore na
povrsini stanice, adhezijske molekule, kemokine i citokine, te proapopticke
¢imbenike 1 tako sudjeluju u agresivnijem bioloSkom ponaSanju tumora.
Ove proteaze reguliraju angiogenezu u tumoru putem  aktivacije
proangiogenickih ¢imbenika ili je inhibiraju kroz nastajanje inhibitornih
Cimbenika (52). Aktivnost enzima regulirana je tkivnim inhibitorima
matriks metaloproteinaza 1 oCuvanom ravnoteZom izmedu enzima i
inhibitora unutar stanice. Visoka ekspresija MMPs u karcinomu dojke ,
posebno MMP-2 i MMP-9 , povezana je s visokim histoloskim gradusom,

relapsom bolesti i kra¢im prezivljenjem (53,54).



1.3.6.3. Urokinazni aktivator plazminogena (uPA) i inhibitor-1
aktivatora plazminogena (PAI-1)

Urokinaza plazminogen aktivator (uPA) sistem, serinska proteza,
proteoliticki razara bazalnu membranu i izvanstani¢ni matriks. uPA i
njegov inhibitor PAI-1 (inhibitor-1 aktivator plazminogena) su ¢imbenici
invazije tumora 1 imaju prognosticko 1 prediktivnho znacenje. Studije su
pokazale da bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima pazuha i niskim
vrijednostima omjera uPA/PAI-1 imaju izvrsnu prognozu bez primjene
sistemske adjuvantne terapije 1 petogodinje prezivljenje viSe od 90%, dok
bolesnice s visokim vrijednostima omjera uPA/PAI-1 imaju visoki rizik
relapsa tumora (55). Visoke vrijednosti uPA 1 PAI-1 u bolesnica s
primarnim rakom dojke povezane su s ve¢om koristi od adjuvantne
kemoterapije u usporedbi s bolesnicama koje su imale nize vrijednosti.
PAI-1 je lo$
prognosti¢ki pokazatelj u bolesnica s pozitivnim limfnim ¢Evorovima

pazuha, a uPA je lo§ prognosticki pokazatelj u svim skupinama bolesnica

(56).

1.3.7. Limfovaskularna invazija

Metastaze predstavljaju diseminaciju malignih stanica izvan mjesta
tumora 1 povezane su s mortalitetom 1 morbiditetom kod raka dojke.
Odredivanje skupine bolesnica, koje imaju rizik metastaziranja raka dojke,
bitno je u lijeCenju 1 pracenju tijeka bolesti. Prisutnost limfovaskularne
invazije odreduje se u limfnim 1 krvnim Zilama u tkivu dojke izvan glavne
tumorske mase, ali ne treba zanemariti ni vaskularnu invaziju unutar
tumora ( njeno prognosticko znacenje nije sasvim jasno). Vaskularna
invazija nade se u gotovo Cetvrtini sluc¢ajeva karcinoma dojke 1 lo§ je

prognosticki pokazatelj, a ¢eSce je prisutna kod slabo diferenciranih i ve¢ih



tumora, te u bolesnica s pozitivnim limfnim ¢vorovima.
Imunohistokemijski je moguce razlikovati prisustvo invazije u limfnim
zilama izraZzaeno$¢u limfatickih markera ( podoplanina ili D2-4) 1
prisustvo invazije u krvnim zilama izrazenoS¢u krvno zilnih markera

(CD31, CD34, faktor VIII i tip IV kolagena ) (57).

1.4. ONKOGENI I TUMOR-SUPRESORSKI GENI U RAKU
DOJKE

Zlo¢udna preobrazba je viSestepeni proces u kojem znacajnu ulogu
ima poremecaj ravnoteze izmedu onkogena 1 tumor-

supresorskih gena s pomakom u smislu povecane aktivnosti onkogena.

1.4.1. pS3

Mutacije gena p53 pripadaju najces¢im molekularnim promjenama u
solidnim tumorima. p53 je tumor-supresorski gen koji se nalazi na
kromosomu 17pl13,1 i vazan je regulator stani¢nog ciklusa ("Cuvar
stani¢nog genoma"). Sudjeluje u popravcima ostecenja DNA. Mutirani geni
kodiraju za mutirane proteine koji se nakupljaju u jezgri 1 u vecini
slucajeva mogu se imunohistokemijski dokazati (za razliku od normalnog
«divljegy» tipa proteina p53 koji je vrlo nestabilan i ne moze se, u pravilu,
imunohistokemijski dokazati). Oko 20% mutacija ne dovodi do stvaranja
mutiranog-stabilnog proteina. Akumulacija mutiranog proteina p53 nade se
u 27-54% invazivnih karcinoma dojke 1 25% duktalnih neinvazivnih
karcinoma (u pravilu visokog gradusa). Povezana je s loSijom prognozom,
visSim gradusom jezgre i viSim histoloskim gradusom tumora, negativnim
hormonskim receptorima te u nekim studijama, s prekomjernom

ekspresijom proteina HER-2/neu (58). Mutirani proteini p53 kao i



protutijela na p53 mogu biti prisutni u serumu bolesnica s rakom dojke.
Prisustvo mutiranog proteina p53 u serumu upucuje na agresivniji fenotip

tumora 1 krace prezivljenje bolesnica (59).

1.4.2. C-myc

Gen c-myc kodira transkripcijski ¢imbenik koji se veze s proteinima
iz Max 1 Myc ( Myc associated factor X ) obitelji 1 ima vaznu ulogu u
rastu, proliferaciji 1 diferencijaciji stanica, progresiji
stani¢nog ciklusa, stabilnosti genoma 1 apoptozi. Prekomjerna ekspresija
gena c-myc je jedna od najces¢ih genetskih promjena u oboljelih od raka
dojke, a javlja se u jedne tre€ine bolesnica. Amplifikacija gena c-myc
povezana je s loSijom prognozom bolesti 1 kra¢im prezivljenjem bolesnica s

rakom dojke (60).

1.4.3. Nm23

Gen nm23 kodira enzime nukleozid difosfat kinaze, koje kataliziraju
prijelaz nukleozid trifosfata u nukleozid difosfat. Ovaj enzim sudjeluje u
razvoju, proliferaciji 1 diferencijaciji stanice. Nukleozid difosfat kinaze
imaju ulogu u genskoj ekspresiji, stani¢noj migraciji 1 apoptozi (61).
Smanjena izrazenost proteina nm23 povezana je s loSijom prognozom,
metastazama u limfne ¢vorove pazuha, vaskularnom invazijom 1 ¢eS¢im

recidivima raka dojke (62).

1.4.4. Bcl-2

Protonkogen bcl-2 programira protein koji inhibira programiranu
stani¢nu smrt (apoptozu). Bcl-2 blokira apoptozu preko mitohondrijskog
puta inhibiraju¢i oslobadanje citokroma C iz mitohondrija. Visoka

izrazenost bcl-2 prisutna je u ER 1 PR pozitivnim tumorima i dobar je



prognosticki pokazatelj, tj. bolesnice s rakom dojke 1 visokom izrazenoscu
bcl-2 imaju bolje prezivljenje. Poznata je njegova uloga kao prediktivnog
¢imbenika. Tako je pokazano da bolesnice s ER-PR pozitivnim rakom
dojke imaju bolji odgovor na tamoksifen ako je priutna visoka izrazenost

bel-2 (63).

1.5. TRANSKRIPCIJSKI PROFIL

U posljednjem desetljeCu dosSlo je do znaajnog razvoja metoda
analize profila genske ekspresije. Odredivanje transkripcijskog profila
tumora poboljsat ¢e dijagnozu, prognozu, klasifikaciju tumora dojke, a isto
tako predstavlja prediktivni ¢imbenik za kemoterapiju i individualizaciju
terapije u bolesnika s tumorom. Geni i1 proteini ukljuceni u proces
metastaziranja karcinoma mogu se u najvecem dijelu utvrditi u ranim i
nasljednim svojstvima te pri dijagnozi u ranoj fazi maligne bolesti. Danas
postoje prognostiCke studije (Mamaprint 1 Roterdam) koje odreduju
transkripcijski profil raka dojke povezanog s metastaziranjem (64,65).
Mamaprint studija analizira ekspresiju 70 gena koji su povezani s pojavom
udaljenih metastaza i1 relapsom bolesti, a to su: geni koji reguliraju stanicni
ciklus, invaziju, metastaziranje, prijenos signala i angiogenezu u raku (64).
Roterdamska studija prati prognosticki znac¢aj izrazaja 76 ,,dobrih* 1 ,,lo$ih*
gena kod bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima pazuha, kod koji nije
primjenjena adjuvantna kemoterapija, prati njihov utjecaj na pojavu
udaljenih metastaza u petogodiSnjem periodu pracenja. Dosadasnji
rezultati su pokazali da skupina od 76 gena moZze s odredenom preciznos$¢u
predvidjeti pojavu udaljenih metastaza. Odredivanje transkripcijskog
profila tumora takoder pomaZze 1 u predvidanju odgovora na kemoterapiju.

Oncotype studija je ukljucila ER pozitivne bolesnice i bolesnice koje



nemaju limfne ¢vorove zahvacene boles¢u. Ovom studijom moguce je pri
dijagnostici primarnog tumora izdvojiti bolesnice (iz ove skupine ) koje ¢e
imati visoki rizik relapsa bolesti i shodno tome potrebu za dodatnim
lijeCenjem ( 66).

1.6. PROTEINSKI PROFIL

Proteomika je sustavna analiza izrazenosti proteina pod specificnim
uvjetima u organizmu, a ukljuCuje njihovu separaciju, identifikaciju 1
karakterizaciju. Cijeloukupni sadrzaj proteina koje organizam proizvodi
tijekom Zivota naziva se proteom. Zadatak proteomike je pracenje statusa
proteoma s obzirom na vrstu stanice ili tkiva, bolesno ili zdravo stanje, kao
1 statusa proteoma tijekom razli¢itih faza razvoja organizma. Proteomske
analize otkrivaju nepoznate mehanizme aktivacije proteina 1
postranslacijske promjene koje su direktno odgovorne za fenotip tumorskih
stanica 1 procese koje se u njima zbivaju. Izrazenost proteinskog profila je
individualan za svakog pojedinca, specifican za svako pojedino tkivo, te je
podlozan stalnim promjenama ovisno o dobi, prehrambenim navikama,
tjelesnoj aktivnosti ali 1 nizu drugih parametara. Tijekom zadnjih godina
proveden je Citav niz proteomskih istraZzivanja 1 otkriven veliki broj
proteina koji su kljuéni u razumijevanju molekulskih mehanizama nastanka
raka. Istrazen je proteomski profil zdravog 1 malignog uzorka tkiva dojke,
gdje je pronadeno nekoliko proteina s povecanom ekspresijom u malignom
tkivu. Tako je utvrdena povecana ekspresija proteina kazein kinaze, p53,
aneksin XI, CDC25C, elF-4E 1 MAP kinaza 7, dok je ekspresija
multifunkcionalnog regulatora 14-3-3e bila smanjena. Cilj proteomike je
razdvajanje proteinskih smjesa 1 otkrivanje proteinskog profila izrazenosti,

metodama dvodimenzionalne gel elektroforeze za razdvajanje proteina i



identifikacija uz pomo¢ metoda spektrometrije masa MALDI-TOF (eng.
Matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight).

Ovakva naliza proteina identificirala je brojne proteine koji su vezani uz
nastanak i1 progresiju bolesti kao Sto su aneksin-1 i aneksin-5, galektin-1,
LDH-B, GST-pi, aktin, vimentin, HSP 70, CK 18 1 moezin (67). Otkriven
je 1 ¢itav niz proteina koji su povezani s metastaziranjem tumora,
osteopontin 1 osteonektin, dok su matriks metaloproteinaza 1 i1 aneksin 1
povezani s tumorima koji ne metastaziraju (68). Analizom proteina
metodama SELDI-TOF (eng. Surface-enhanced laser
desorption/ionization-time of flight) usporedeno je tumorsko 1 zdravo tkivo
Sto je rezultiralo identifikacijom 38 proteina s povecanom izrazenosti 1 15

proteina sa snizenom izrazenosti ekspresijom (69).

1.7. TELOMERE

Poznato je da karcinom dojke nastaje kao rezultat viSestrukih
poremecaja u genskoj izraZzenosti uzrokovanih genskom nestabilnos¢u i
epigenetskim mehanizmima. U literaturi se naj¢es¢e opisuju dvije klase
genske nestabilnosti:

1. Mikrosatelitska nestabilnost, koja se ocituje promjenom duZine
mikrosatelita.
2. Kromosomska nestabilnost koja ukljucuje, strukturne promjene
u kromosomu kao i promjene u broju kromosoma.
Istrazivanja su pokazala da znacajnu ulogu u kromosomskoj nestabilnosti
zauzima izmjenjena funkcija telomera.
Telomere igraju vaznu ulogu u odrZzavanju kromosomske stabilnosti.
Telomere su DNA-proteinski kompleks na kraju kromosoma koje Stite 1

stabiliziraju kromosomski kraj. Telomericku DNA u covjeka ¢ini Sest



nukleotidnih sekvenci TTAGGG, koje se tandemski ponavljaju 1000-2000
puta. Telomericka DNA je dinami¢na, sa svakom stanicnom diobom
progresivno se gubi oko 150 bp telomera na 5' kraju DNA molekule,
ukazuju¢i na nemoguénost konvencionalne DNA polimeraze da replicira
ekstremne krajeve telomera i ucinak tzv. 5'-3' egzonukleaze. Kada stanica
prode veliki broj dioba telomere se skrate na kriticnu duZinu 1 stanica
odlazi u tzv. stanje mirovanja ( 70) . Telomere se mogu produziti preko
telomericki DNA sintetizirajueg enzima telomeraze 1 telomeraza-
neovisnim rekombinantnim putem poznatim kao alternativno produZivanje
telomera (71,72).Ispitivanja duzine telomera u bolesnica s karcinomom
dojke pokazala su da tkiva karcinoma imaju krace telomere od telomera
zdravog tkiva dojke. Visoki histoloski gradus bolesnica i1 veli¢ina tumora
koreliraju s kra¢im telomerama, krac¢e telomere koreliraju s niskim
sadrzajem estrogenskih 1 progesteronskih receptora u tumoru. Bolesnice s

kra¢im telomerama imaju brzi relaps bolesti i krace prezivljenje (72,73).

1.8. TELOMERAZA

Telomeraza je ribonukleoproteinski kompleks koji se sastoji od tri
podjedinice (slika 1):
1. kataliticke proteinske podjedinice (engl. human telomerase reverse

transcriptase (WTERT)),

2. telomeraza RNA podjedinice (engl. RNA component telomerase (hTR))

koja sadrzi kalup za dodavanje telomera i

3. proteinske podjedinice koja pomaze skupljanju telomeraze u holoenzim

(74).



RNA podjedinica telomeraznog kompleksa konstitutivno je izraZzena u svim
stanicama, dok je izraZzenost kataliticke podjedinice povezana s
telomeraznom aktivnosti koja se odvija tijekom diferencijacije 1
neoplasti¢na transformacije).

Aktivnost telomeraze primarno je regulirana na razini transkripcije
kataliticke podjedinice (hTERT) (75,76). Tumor supresorski gen p53
snizava  ekspresiju  kataliticke podjedinice hTERT, smanjujuéi
proliferacijsko stanje stanice, dok c-myc aktivira transkripciju hTERT
vezu¢i se direktno u promotorsku regiju (77-80). BRCAI1 je negativni
regulator ekspresije kataliticke podjedinice, tako §to se veze s onkogenom
c-myc (81,82). Estrogeni stimuliraju transkripciju kataliticke podjedinice
direktnom interakcijom estrogenom- aktiviranog estrogenskog receptora s

estrogen odgovornim elementom u hTERT 5 regulatornoj regiji (83,84).

telomeraza E :

. N N
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Slika 1. Ribonukleoproteinski kompleks telomeraze.



Karcinomi, starenje i bolesti mati¢nih stanica su bioloski procesi u kojima
telomeraza zauzima vazno mjesto. Najnovija istraZivanja su pokazala ulogu
telomeraze 1 u stani¢nim procesima koji su neovisni o telomerama, a to su
apoptoza, popravak DNA ostec¢enja i kontrola genske izrazenosti (85). U
ve¢ini normalnih somatskih stanica aktivnost telomeraze nije prisutna.
Aktivnost telomeraze prisutna je u germinativnim stanicama (jajnici i
testisi), mati¢nim stanicama limfocita B 1 T, neurona, koZe, bubrega i
epitelnith stanica pankreasa, te u tumorskim stanicama (85-89).
Telomerazna aktivnost nadena je u vecini tumorskih tkiva, kao npr.
kolorektuma, dojke, prostate, ovarija, pluca, pankreasa ali i u drugim
tumorima organskih sustava. Isto tako

njezina je aktivnost prisutna, u premalignim lezijama dojke $to pokazuje
da se aktivnost telomeraze dogada u ranoj fazi karcinogeneze. Telomeraza
u tumorskoj stanici ima ulogu u odrzavanju kromosomske stabilnosti i
kapaciteta neograni¢enog dijeljenja tumorskih stanica odnosno besmrtnosti
tumorske stanice. Prisutnost telomerazne aktivnosti u tkivima moze biti
ispitivana na razliite nacine. Prisustnost gena kataliticke proteinske
podjedinice 1 kalupa RNA moze se odredivati s RT-PCR ili tehnikama in
situ hibridizacije. Prisustvo enzimske aktivnosti odreduje se u tkivnim
lizatima upotrebom osjetljivog PCR eseja (lancana reakcija polimeraze,
engl. Polymerase Chain Reaction), koji se naziva TRAP-esej (engl.
telomeric repeat amplification protocol) (87). U vecini istrazivackih studija
koje su radene ovim tehnikama aktivnost telomeraze bila je prisutna u 80-
90% karcinoma dojke. Aktivnost telomeraze nije pronadena u benignim
promjenama kao ni u zdravom tkivu dojke u vecini studija, ali su neki
autori u svom istrazivanju pokazali prisutnu aktivnost telomeraze u 43-50%

fibrocisti¢nih promjena 1 fibroadenoma (88). Aktivnost telomeraze prisutna



je u normalnim tkivima dojke tijekom luteinske faze ali ne 1 za vrijeme
folikulske faze menstruacijskog ciklusa, Sto govori u prilog da sadrzaj
telomerazne aktivnosti moze biti reguliran i u normalnom tkivu dojke.
Razli¢ite studije pokazale su razliitu povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze i patohistoloskih pokazatelja karcinoma dojke. Rha 1 sur. su
nasli da je aktivnost telomeraze u tkivu karcinoma dojke povezana s
metastazama u limfnim ¢vorovima, ali ne 1 s veli¢inom tumora i sadrzajem
ER 1 PR receptora (90,91) , dok su Hoos 1 sur. pokazali znacajnu
povezanost i1zmedu telomerazne aktivnosti 1 veli¢ine tumora, metastaza u
limfnim ¢vorovima i stadija bolesti (92). U istrazivanjima Papadopoulou i
sur. nije nadena povezanost izmedu telomerazne aktivnosti i1 klini¢ko-
patoloskih parametara karcinoma dojke (93). Karcinomi dojke u kojima
nije prisutna aktivnost telomeraze imaju ucestalije kromosomske promjene
u odnosu na one karcinome u kojima je prisutna aktivnost telomeraze (94).
Svi ovi rezultati pokazuju da je aktivnost telomeraze vjerojatno povezana s
agresivnoS¢u bolesti, makar rezultati istrazivanja nisu u potpunosti
jednoznacni te da odredivanje aktivnosti telomeraze moZe biti prognosticki
1 dijagnosticki ¢imbenik. Odredivanje aktivnosti telomeraze u tumorskom
tkivu mozZe biti znacajno 1 za terapiju maligne bolesti (95,96,97). Moguci
su terapijski postupci koji ukljucuju potiskivanje aktivnosti telomeraze. U
terapiju tumora mogu biti ukljuceni antisens oligonukleotidi za RNA kalup,
dominatno negativna proteinska podjedinica telomeraze, analozi
nukleotida, polifenoli kao 1 male inhibitorne molekule. U terapiji se takoder
mogu koristiti promotori telomeraze (aktivni u karcinomima) (98,99) koji
mogu biti cilj genske terapije ili onkolitickih virusa za tumore. Za
inhibicije telomerazne aktivnosti razvijena su i monoklonska protutijela
koja su specificna za hTERT, koja ne prepoznaju hTERT u nativnim

stanicama, nego samo djeluju na aktivnost telomeraze. Rezultati terapije



radeni su uglavnom in vitro pokusima, tako da daljnja istrazivanja trebaju
obuhvatiti i in vivo ispitivanja (100, 101). Medutim, potencijalno prisustvo
aktivnosti telomeraze u normalnim tkivima 1 visoko proliferacijskim
tkivima moze biti problem specifi¢nosti ove terapije. U nekim studijama
pokazana je povezanost aktivnosti telomeraze u tumorskom tkivu i
odgovora na kemoterapiju (100,102,103). U stani¢nim kulturama
ezofagealnog karcinoma pokazana je veca osjetljivost onih stanica na
terapiju cisplatinom koje su imale prisutnost aktivnosti telomeraze (104).

1.9. HISTOLOSKA KLASIFIKACIJA RAKA DOJKE

Prema svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO) rak dojke

histoloski se klasificira u slijedece skupine (105,106):

1.9.1. Neinvazivni ( neinfiltrirajuci) karcinomi dojke

Ovi karcinomi se nazivaju i karcinomi in situ :
Intraduktalni karcinom (DCIS)
Intraduktalni papilarni karcinom

Lobularni karcinom in situ (LCIS)

Intraduktalni karcinom ( DCIS ) nastaje od epitela kanali¢a dojke.
Proliferacija zlo¢udnih stanica ograni¢ena je unutar kanali¢a bez prodora
kroz bazalnu membranu 1 infiltracije strome. Postoji nekoliko morfoloskih
tipova, a to su solidni tip, komedo tip, papilarni tip, mikropapilarni i
kribriformni tip. Obi¢no se pojavljuju mijesane slike, iako najcesée jedan
tip dominira. Tumor se moze Siriti intraepitelno u lobule dojke. Papilarni
karcinomi koji rastu unutar ciste 1 ogranieni su na nju, nazivaju se

neinvazivni cisticni papilarni karcinom. U posljednje vrijeme se CeSce



odreduje stupanj diferenciranosti intraduktalne komponente. U zadnjih
desetak godina biljezi se porast DCIS s nekih 5% na 15-30 % zahvaljujuci
sve ve¢em mamografskom otkrivanju (106).

Lobularni karcinom in situ (LCIS) zahvacéa intralobularne duktuse,
koji su proSireni 1 ispunjeni gustim nakupinama stanica koje ne infiltriraju
stromu. Stanice su relativno jednolicne, male ili srednje velike, okruglih
jezgara i s pokojom rijetkom mitozom. Tumorske stanice se mogu Siriti i u
ekstralobularne izvodne kanali¢e 1 tako nadomjestiti duktalni epitel.
Lobularni karcinom in situ obi¢no se javlja multicentri¢no, ¢esto obostrano,
te je udruzen s invazivnim duktalnim i lobularnim karcinomom. Ne smatra

se premalignom lezijom negobiljegom povecanog rizika za razvoj raka

dojke (107).

1.9.2. Invazivni ( infiltrirajuci) karcinomi

Invazivni karcinomi najceS¢e nastaju iz epitela kanalica ili lobula 1 dijele

se u duktalne i lobularne karcinome .

Duktalni invazivni karcinomi:

-mijeSani karcinomi

-pleomorfni karcinomi

-karcinomi s orijaskim stanicama tipa osteoklasta
-karcinomi s koriokarcinomskim elementima
-karcinomi s melanotskim elementima

Invazivni lobularni karcinom

Medularni karcinom

Koloidni ( mucinozni ) karcinom

-mucinozni karcinom



-cistadenokarcinom 1 mucinozni karcinom cilindri¢nog epitela
-karcinom stanica tipa prstena pecatnjaka

U invazivne karcinome ubrajaju se i:

Pagetova bolest

Tubularni karcinomi

Adenoidni cisti¢ni karcinomi

Invazivni komeoidni karcinomi

Apokrini karcinomi

Invazivni papilarni karcinomi

Kod invazivnog raka dojke zlo¢udne stanice razaraju bazalnu membranu i
infiltriraju stromu. U ovoj skupini naj€es¢i su duktalni invazivni karcinomi
(75-80%), koji moze biti Cisti (50-60%) ili u kombinaciji s drugim
histoloSkim tipovima. Invazivni ili infiltrativni lobularni karcinom je na
drugom mjestu po ucestalosti medu invazivnim karcinomima dojke i na
njega otpada od 5-10% (po nekim studijama od 0,7 do 15%) svih
karcinoma dojke (104). Medularni karcinom je tip invazivnog karcinoma
dojke, javlja se u neSto mladoj dobi (45-54 godine) i na njega otpada 10%
karcinoma u Zena mladih od 35 godina (105,106). Tubularni karcinom je
dobro diferencirani invazivni karcinom dojke graden od tubularnih
formacija u obilnoj vezivnoj stromi, oblozenih jednim slojem jednoli¢nih
epitelnih stanica. Tumor ima ograni¢en metastatski potencijal 1 odlicnu
progozu. Rijedak je 1 na njega otpada 1-4% svih simptomatskih karcinoma
dojke, a nesSto je ucestaliji (7,7-27%) u skupini mamografski otkrivenih
karcinoma. (103,104). Mucinozni karcinom poznat je 1 kao koloidni,
mukoidni ili gelatinozni karcinom. Na njega otpada 1-3% svih invazivnih
karcinoma dojke, a spada u skupinu prognosti¢ki povoljnih karcinoma.

Glavna je karakteristika ovog tumora prisutnost obilne ekstracelularne
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jeu 7. desetlje¢u (107-109).

1.10. BENIGNE PROMJENE DOJKE

Razlikuje se nekoliko benignih promjena dojke (105-110):
1. Fibrocisti¢ne promjene
2. Benigni tumori dojke

3. Promjene u poremecaju razvoja dojke i upalne promjene

1.10.1. Fibrocisticne promjene dojke

Fibrocisticne promjene dojke su najceS¢e dobrocudne promjene dojke.
Promjene u dojci variraju od bezazlenih do onih koje su povezane s ve¢im
rizikom oboljevanja od karcinoma dojke. Prema patohistoloskim

kriterijima ove promjene se dijele u tri skupine:



a. Jednostavne fibrocisticne promjene- ciste 1 fibroza, su najceSce
promjene koje se vide u tkivu dojke, a karakterizrane su umnazanjem
vezivne strome, dilatacijom kanali¢a i stvaranjem ciste.

b. Proliferacijske fibrocisti¢ne promjene- epitalna hiperplazija,
karakterizirane su povecanim brojem stanica koje se nalaze na bazalnoj
membrani. Razlikujemo obi¢nu 1 atipi¢nu hiperplaziju koja je povezana
s povecanim rizikom raka dojke.

c. Skleroziraju¢a adenoza, promjene karakterizirane umnazanjem acinusa

reznji¢a i okolne strome.

1.10.2. Benigni tumori dojke

Razlikuje se nekoliko podskupina dobro¢udnih tumora dojke:
a. Dobroc¢udni epitelni tumori
b. Dobro¢udni mezenhimski tumori

c. Fibroepitelni tumori

Najc€es¢i benigni tumor dojke je fibroadenom koji se ubraja u podskupinu
fibroepitelnih tumora. Mikroskopski, fibroadenom se sastoji od

proliferacije epitelnih i mezenhimalnih stanica.

Od drugih promjena izdvajaju se upale dojke ( akutni mastitis, proSirenje
vodova dojke, nekroza masnog tkiva 1 dr. ). To su rijetke promjene, no
znaCajne su zbog toga Sto makroskopski 1 mamografski mogu sliciti

tumorima (110 ).



2.CILJ 1 HIPOTEZA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1)

2)

3)

Ispitati prisutnost telomerazne aktivnosti u tkivu karcinoma

dojke, benignim promjenama dojke (fibrocisti¢ne promjene i
fibroadenom) 1 zdravom tkivu dojke.

Ispitati da li postoji povezanost izmedu aktivnosti telomeraze

u tkivu karcinoma dojke i poznatih prognosti¢kih ¢imbenika
karcinoma dojke ( dob bolesnica, veli¢ina tumora, prisutnost
odnosno odsutnost metastaza u regionalne limfne ¢vorove,
histoloski gradus, sadrzaj estrogenskih 1 progesteronskih receptora
(ER 1 PR), izrazenost katepsina D, HER-2/neu, proliferacijskog
markera Ki-67 , prisutnost odnosno odsutnost udaljenih metastaza

1 prezivljenje bolesnica.

Ispitati da li je aktivnost telomeraze u lizatu tumorskog tkiva

povezana s progresijom bolesti 1 s prezivljenjem bolesnica.

Hipoteza: Danasnja saznanja i rezultati istraZivanja o povezanosti

aktivnosti telomeraze 1 karcinoma dojke s njegovim agresivnim

ponasanjem 1 s prezivljenjem bolesnica nisu jednoznacni niti jasni.

Aktivnost telomeraze ima bitnu ulogu u besmrtnosti tumorske stanice, te

se smatra da odredivanje aktivnosti telomeraze u tkivima karcinoma

dojke moze doprinjeti spoznaji o agresivnosti tumora. Usporedba s



dosadasnjim klini¢ko patohistoloSkim pokazateljima moze doprinjeti
boljoj spoznaji o bioloSkom ponaSanju tumora, §to moze imati utjecaja i
na promjene u terapijskim postupcima u lijeCenju bolesnica s

karcinomom dojke.



3. BOLESNICE, MATERIJALI Il METODE

3.1. BOLESNICE | UZORCI

U istrazivanje je ukljuceno 102 uzorka tkiva karcinoma dojke, 40
uzoraka benignih promjena tkiva dojke 1 20 uzoraka zdravih tkiva dojke
koja se nalaze u Banci tumora na Zavodu za patofiziologiju i znanstveno
istrazivanje, KBC Rebro Zagreb. Tkiva su uzeta od bolesnica tijekom
1993-2000 godine, na Klinici za kirurgiju pri operacijskom zahvatu.
Sakupljeni tumori su stavljeni u fosfatni pufer 1 na ledu odneSeni na Zavod
za patologiju KBC Rebro. Patolog je odvojio tumorsko, benigno 1 zdravo
tkivo dojke. Tkivo je zamrznuto u teku¢em duSiku 1 nakon toga spremljeno
u hladnjak na -70°C. Operirane bolesnice s karcinomom dojke kontrolirane
su na Zavodu za onkologiju KBC Zagreb. Iz povijesti bolesti bolesnica
koristili su se nalazi o prisutnosti odnosno odsutnosti udaljenih metastaza
(ovisno o tome kako cCesto su bolesnice dolazile na kontrolu) i
patohistoloski nalazi tumora dojke. Postoperacijsko pracenje bolesnica s
karcinomom dojke bilo je deset godina.

Iz datoteke Hrvatskog registra za rak dobiveni su podatci o bolesnicama sa
smrtnim ishodom bolesti.

IstraZivanje na tumorskim tkivima ucinjeno je u skladu sa svim vaze¢im
primjenljivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje
postupka 1 sigurnost osoba koje sudjeluyju u ovom znanstvenom
istrazivanju, ukljucuju¢i Osnove dobre klinicke prakse,

Helsinsku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske
(NN 121/03. Identitet ispitanika uvijek ¢e ostati povjerljiv i zasticen.

Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, kao 1 Eticko



povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu dalo je suglasnost za
istrazivanje na prijedlog projekta kojeg je ovaj rad sastavni dio, kao i za

sam rad.

3.2. Priprema ekstrakta tkiva

Zamrznuto tkivo dojke (oko 0,1mg) se usitni 1 prebaci u lizirajuéi pufer,
zatim homogenizira i1 inkubira 30 minuta, sve radnje izvode se na ledu.
Nakon inkubacije lizat se centrifugira na 16000xg 20 minuta na 4°C. U
supernatantu (tkivnom ekstraktu) se odredi koncentracija ukupnih proteina
po Lowry-ju. Tkivni ekstrakt se prebaci u nove epruvete, zamrzne u
teku¢em dusiku 1 ¢uva na -70°C do izvodenja TRAP reakcije (od engl.
telomeric repeat amplification protocol). Koncentracija proteina u tkivnom
ekstraktu normalizirana je na 1-50 pg i u tkivni ekstrakt se doda sterilna
voda do volumena od 50ul u sterilnu epruvetu (ependorficu) u kojoj se
nalazi reakcijska smjesa (tris pufer, supstrat telomeraze, zacetnici,
nukleotidi 1 Taq polimeraza) Epruveta se prenese u PCR (lanc¢ana reakcija
polimeraze, eng. Polymerase Chain Reaction ) aparat i namjesti program
koji je zadan TRAP reakcijom. Nakon zavrSenog PCR procesa izvodi se

hibridizacija i ELISA (111).

3.3.TRAP reakcija

Standardna metoda za mjerenje aktivnosti telomeraze, temelji se na
sposobnosti stani¢nog ekstrakta da dodaje telomericka ponavljanja na 3'

kraju sintetickog deoksinukleotidnog zacCetnika obiljezenog biotinom,



ukoliko je u tkivu prisutna aktivnost telomeraze. Produkt telomerazne
aktivnosti se amplificira u PCR. Biotinizirani substratni zacetnik se
upotrebljava za imobilizaciju denaturiranog PCR produkta preko
streptovidinom oblozenih mikrotitarskih ploc¢ica. Produkt se hibridizira s
digoksigeninom obiljezenim probama i detektira s protutijelima na
digoksigenin koja su konjugirana s peroksidazom (slika 2) (111). Prema
Bednareku 1 sur aktivnost telomeraze se izrazava kao apsorbancija
peroksidazom metaboliziranog kromogena tetrametil benzidina pri valnoj
duzini 450 nm (112). Vrijednosti apsorbancije ispod 0,2 smatraju se
negativnima, a one iznad 0,2 pozitivnima. Pozitivne vrijednosti telomeraze
podjeljene su u dvije skupine: umjerena aktivnost telomeraze (vrijednost
apsorbancije 0,2-0,8) 1 jako pozitivna aktivnost telomeraze (vrijednosti

apsorbancije vise od 0,8) (113).
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Slika 2. Shematski prikaz TRAP reakcije.

3.4. Analiza estrogenskih i progesteronskih receptora i katepsina D



Dio tumorskog tkiva koristio se i1 za dobivanje citosola. Smrznuto tkivo se
usitnilo u teku¢im duSikom ohladenom metalnom mortalu (oko 0,5 mg) i
homogeniziralo u cetverostukom volumenu fosfatnog pufera (0,1 M
fosfatni pufer pH 7,4). Homogenat se centrifugirao 10 minuta na 4000g na
temperaturi 4°C. Supernatant se prebacio u nove epruvete i centrifugirao 1
sat na 60 000g na 4°C. Dobiveni supernatant predstavlja citosol u kome se
odredila  koncentracija proteina po Lowry-ju. Koncentracija proteina
podesena je s fosfatnim puferom na 1-1,5 mg/ml citosola.

Estrogenski 1 progesteronski receptori odredivani su Scatchardovom
analizom preporu¢enom od Horwitz i McGuire (114,115). 0,2 ml citosola
inkubira se s rastuéom koncentracijom *H-estradiola ( 0,05 do 0,8x10”) za
odredivanje estrogenskih receptora, a sa rastu¢im koncentracijama *H-
R5020 (0,05 do 0.8x10™) za odredivanje progesteronskih receptora. Uz
najvisu koncentraciju radioaktivno oznac¢enog hormona paralelno se dodaje
1 sto puta veca koncentracija neoznaCenog hormona da se odredi
nespecificno vezivanje. Uzorci se inkubiraju 18 sati na 4°C i1 nakon
inkubacije nevezani, radioaktivno oznaceni hormon, uklanja se vezanjemna
na DCC (eng. Dextran-coated charcoal) (0,25 Norit A; 0,0025% dekstran;
u TRIS-HCI puferu pH 8). Uzorci s DCC-om se muc¢kaju na 4°C 30
minuta, centrifugiraju 15 minuta na 7000xg 1 0,5 ml supernatanta se
prenese u fiolice i doda otopina za brojenje te izmjeri radioaktivnost.
Pozitivni receptorski status je definiran koncentracijom estrogenskih
receptora ve¢om od 10 fmola/mg proteina 1 koncentracijom
progesteronskih receptora ve¢om od 20 fmola/mg proteina (116) .
Koncentracija katepsina D odredivana je u citosolu imunoradiometrijskom
metodom ((Elsa-CATH-D Cis bio international). Vrijednosti katepsina D

iznad 45 pmol/mg proteina smatrane su visokim koncentracijama (117).



3.5. Analiza HER-2

HER-2 status odredivan je metodom imunohistokemije (HercepTest)
(118). U metodi imunohistokemije koristi se poliklonsko protutijelo na
epitope intracitoplazmatske domene HER-2  proteina. Interpretacija
rezultata:

0-- nema membranskog bojanja ili u <10% tumorskih stanica

1-- slabo/jedva vidljivo membransko bojanje u >10% tumorskih stanica
(djelomi¢no obojane membrane)

2-- slabo/umjereno, kompletno membransko bojanje u >10% tumorskih
stanica

3-- jako, kompletno membransko bojanje koje se nalazi u >10% tumorskih
stanica.

Ocjenjivala se samo invazivna komponenta, a pozitivnim se smatra samo
membransko bojenje (amplifikacija onkogena veca od 3x povezana je s
membranskom lokalizacijom proteina HER-2, a citoplazmatska reaktivnost
je manjeg znaCenja). Samo rezultati intenziteta 3+  (difuzno, jako
pozitivno, membransko bojanje) smatraju se prekomjernim ocitovanjem

HER-2 (slika 3).
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Slika 3. Imunohistokemijsko bojenje s anti-HER-2 protutijelom. Tumorsko
tkivo pokazuje ocitovanje HER-2 u intenzitetu 3+ na svim tumorskim

stanicama (pozitivan nalaz, IMH 400x).

3.6. Analiza Ki-67

Za ispitivanje jaCine ocitovanja Ki-67 proteina koristila se metoda
imunohistokemije (44).

Za imunohistokemijsko bojenje su koriSteni parafinski blokovi Zavoda za
patologiju KBC. Blokovi su rezani u Sum debele rezove i bojani su antiKi-
67 (Dako, Clostrup, Denmark) standardnom  avidin-biotin-
imunoperoksidaza metodom 1 brojani uz pomo¢ automatskog brojaca
(TechMate,Dako). Proliferacijski indeks udreden je brojanjem

pozitivnih jezgara na Ki-67 u 100 tumorskih stanica 1 izrazen postotkom .

Vrijednost proliferacije iznad 10% stanica koje su Ki-67 pozitivne smatrale



su se pozitivnim nalazom (slika 4). Proliferacijski indeks manji od 10% je

negativan nalaz (slika 5) .
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Slika 4. Imunohistokemijsko bojenje s anti-Ki67 protutijelom. Tumorsko
tkivo ima proliferacijski indeks veéi od 90% (IMH 300x)



Slika 5. Imunohistokemijsko bojenje s anti-Ki67 protutijelom. Tumorsko
tkivo ima proliferacijski indeks manji od 10% ( IMH 400x).

Statisticka rasé¢lamba

Normalnost raspodjele podataka ispitana je Smirnov Kolmogorovljevim
testom. Za analizu razlike izmedu dviju skupina u pojedinim varijablama
koriSteni su Mann Whitneyev test za podatke koji nisu imali normalnu
raspodjelu, te Studentov t-test za podatke s normalnom raspodjelom.

Povezanost izmedu varijabli je istrazena pomoc¢u Spearmanovog rho testa



zbog nepravilne raspodjele vecline podataka. Utvrden je koeficijent
korelacije te je znaCajnost prihvacena uz p<0,05. Podaci su analizirani
statistiCkim postupcima ispitivanja razlika i povezanosti pomoc¢u SPSS 17
(IBM, NY, USA). Normalnom raspodjelom kontinuirane varijable smatrala
se svedenost i1 zaobljenost raspodjela manja od 1. Takoder se pravilnost
raspodjele provjerila Smirnov-Kolmogorovljevim testom. Srednje
vrijednosti kontinuiranih varijabli su izrazene medijanom i rasponom za
varijable koje se ne raspodjeljuju normalno. Za utvrdivanje razlika izmedu
viSe od dva nezavisna uzorka je upotrijebljen Kruskal-Wallisov test za
neparametrijsku analizu, pa potom Mann-Whitney U-test za post hoc
neparametrijsku analizu. Za utvrdivanje razlika izmedu dva nezavisna
uzorka upotrijebljen je Mann-Whitneyev U-test za neparametrijsku anali te
Studentov t-test za one uzorke s normalnom raspodjelom. Za utvrdivanje
povezanosti uzorka upotrijebljen je Spearmanov rho test =za
neparametrijsku raS¢lambu. Za utvrdivanje prediktivne vrijednosti
nezavisnih varijabli na ¢injenicu je li bolesnica umrla ili nije tj. je li imala
ralaps bolesti ili nije koriStena je metoda binarne linearne regresije. Zavisna
varijabla je bilo stanje bolesnice je li bolesnica umrla ili nije odnosno je li
imala ralaps bolesti ili ne, a nezavisne varijable pozitivna tj. negativna
izrazenost  estrogenskih 1  progesteronskih  receptora, HER 2,
proliferacijskog markera Ki67, katepsina D 1 aktivnosti telomeraze.
Nezavisne varijable su preuredene na nacin da se ispitivano svojstvo
smatralo negativnim odnosno pozitivnim, ovisno o koncentraciji ili
aktivnosti ispitivanog svojstva. Ispitivanje prediktivnih = vrijednosti
ispitivanih svojstava na preZivljenje bolesnice izvrSeno je metodom
Coxove regresije. Ista metoda je koriStena 1 za ispitivanje prediktivnih
vrijednosti ispitivanih svojstava na pojavu relapsa bolesti ili ne, Kaplan —

Meierovom metodom. StatistiCka znacajnost je prihvacena uz p<0,05.



4. REZULTATI

4.1. Obiljezja bolesnica sa zlo¢udnim tumorima
Uzorak se sastojao od 102 bolesnice s malignim tumorima dojke, 40
bolesnica s benignim promjenama dojke (20 bolesnica s fibrocisticnim

promjenama i 20 bolesnica s fibroadenomom ) te 20 zdravih tkiva dojke .

Tablica 1. Podaci o bolesnicama s malignim tumorima

Bolesnice s malignim tumorima N=102

Broj %
Dob
<50 44 43,13
> 50 58 56,87
Veli¢ina tumora
<2cm 41 40,19
>2cm 61 59,81
HistoloSki gradus
dobro (1) 27 26,47
umjereno (II) 38 37,25
slabo (I1T) 37 36,28
Aksilarni limfni ¢vorovi
negativni 60 58,82
pozitivni 42 41,18
Estrogenski receptori (ER)
< 10 fmol/mg proteina 64 62,74
> 10 fmol/mg proteina 38 37,26
Progesteronski receptor (PR)
< 20 fmol/mg proteina 58 56,86
> 20 fmol/mg proteina 44 43,14

ER/PR koekspresija



+/+ 38 37,25

+/- 26 25,49
-/+ 21 20,58
-/- 17 16,68
HER-2
Negativno (1,2) 76 74,50
Pozitivno (3) 26 25,50

Koekspresija ER/PR/HER-2

+/+/+ 4 3,92
-/+/+ 9 8,82
-/-1+ 10 9,80
-/~/- 6 5,82
+/-/+ 3 2,94
+/+/- 34 33,33
+/-/- 24 23,52
-/+/- 12 11,85

Ki-67

<10 % 46 45,09

>10% 56 54,91

Katepsin D

Niska vrijednost <45 pmol/mg proteina 60 58,82

Visoka vrijednost > 45 pmol/mg proteina 42 41,18

Prosjecna dob bolesnica s malignim tumorima je bila 56,7+13,2 s
rasponom od 25 do 84 godine. Vec¢im djelom (56,87%), bolesnice s
malignim tumorima dojke bile su starije od 50 godina (tablica 1).

U skupini malignih tumora je prosjecna veli¢ina tumora bila 2,72+1,6
cm, s rasponom 0,3-9 cm odnosno u 41 bolesnice (40,9 %) je tumor bio
manji od 2 cm, a u 61 (60%) bolesnice tumor je bio veci ili jednak 2 cm

(tablica 1).



Histoloski gradus (stupanj diferencijacije) u 27 (26,47%) malignih
tumora bio je dobro diferenciran, 38 (37,25%) tumora bilo je umjereno, a
37 tumora (36,28%) slabo diferencirano (tablica 1).

Limfni ¢vorovi pazuha u 60 (58,82%) bolesnica bili su
negativni, a 42 bolesnice (41,18%) bile su pozitivne. Raspon pozitivnih
limfnih ¢vorova pazuha bio je 1-16, a prosjecan broj pozitivnih limfnih
¢vorova bio je 4 (tablica 1) .

Estrogenski receptori bili su pozitivni u 64 tumora (62,74%), dok su
progesteronski receptori bili pozitivni u 58 karcinoma dojke (56,86%).
Oba receptora (ER/PR +/+ bila su pozitivna u 38 tumora (37,25%),
estrogenski receptor (ER/PR +/-) bio je pozitivan u 26 tumora (25,49%),
progesteronski receptor (ER/PR -/+) u 21 tumoru (20,58%), dok su oba
receptora bila negativna u 17 tumora (16,68%). HER-2 bio je pozitivan u
26 tumora (25,50%), a negativan u 76 malignih tumora (74,50%). Sva tri
receptora (ER/PR/HER-2  +/+/+ ) bila su pozitivna u 4 tumora (3,92%),
progesteronski receptor i HER-2 (ER/PR/HE R-2 -/+/+ ) u 9 tumora
(8,82%), samo HER-2 (ER/PR/HE R-2 -/-/+) bio je pozitivan u 10 tumora
(8.82%). U 6 tumora ( 5,82%) bila su negativha sve tri receptora
(ER/PR/HE R-2 -/-/-), estrogenski receptori 1 HER-2 (ER/PR/HE R-2 +/-
/+ ) bili su pozitivni u 3 tumora (2,94%), estrogenski 1 progesteronski
receptori  (ER/PR/HE R-2 +/+/- ) u 34 tumora ( 33,33% ). Samo
estrogenski receptori (ER/PR/HE R-2 +/-/- ) bili su pozitivni u 24 tumora
(23,52%), a progesteronski receptori ( ER/PR/HE R-2 -/+/- ) u 12 tumora
(11,85%).

Proliferacijski marker Ki-67 bio je pozitivan u 56 tumora (54,91%)
u rasponu od 10-80%, a negativno je bilo 46 tumora (45,09%). Niske

vrijednosti katepsina D (Sto upucuje na nizak stupanj metastaziranja)



nadene su 60 tumora (58,82%), a visoke vrijednosti (§to upucuje na visok

rizik metastaziranja ) u 42 tumora (41,18%).

4.2. Rezultati aktivnosti telomeraze u tkivima dojke

Aktivnost telomeraze ispitivana je u 20 zdravih tkiva dojke.
Aktivnost telomeraze nije bila prisutna niti u jednom uzorku, apsorbancije
su bile nize od 0,2. ProsjeCna apsorbancija bila je 0,0530+0,0206 s
rasponom od 0,0170 do 0,0890 (tablica 2,slika 6).

Analiza prisutnosti  aktivnosti telomeraze u fibrocisti¢nim
promjenama dojke nije pokazala prisutnost telomeraze, apsorbancije su bile
nize od 0,2. Raspon apsorbancija bio je od 0,0180 do 0,128, a prosjecna
apsorbancija bila je 0,0525+0,0277(tablica 2,slika 6).

Aktivnost telomeraze u tkivima fibroadenoma bila je negativna,
apsorbancija je bila niza od 0,2. ProsjeCna apsorbancija bila je

0,104+0,02463 s rasponom 0,066-0,104 (tablica 2, slika 6 ).

Tablica 2. Aktivnost telomeraze u uzorcima tkiva dojke.

Zdravo tkivo dojke N=20

Broj %
< 0,2 negativno 20 100
> (0,2 pozitivno 0 0
Fibrocisticne promjene N=20



< 0,2 negativno
pozitivho

Fibroadenomi

< 0,2 negativno
> 0,2 pozitivno

Maligni tumori

< 0,2 negativno

> 0,2 pozitivno

0,2-0,8 umjereno pozitivno
> 0,8 jako pozitivho

Broj
20

Broj
20

Broj

25
77
36
41

%
100 >0,2

N=20
%
100

N=102
%

24,51
75,49
46,76
53,24
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Slika 6. Aktivnost telomeraze u razli¢itim tkivima dojke
(1-zdravo tkivo N=20, 2-fibrocisticne promjene N=20,
3-fibroadenomi N=20, 4-maligno tkivo N=102).
Rezultati su raspon vrijednosti =SD.

Aktivnost telomeraze u malignim tumorima dojke bila je prisutna u
77 tumora (75,49%) dok u 25 tumora (24,51%) nije bila prisutna.
Telomerazna aktivnost s apsorbancijom ispod 0,2 smatrala se negativnom,
iznad 0,2 pozitivnom. Apsorbancija skupine koje su bile pozitivne bila je
od 0,202 do 3,4590, a prosjecna 1,032+0,872. U skupini pozitivnih
malignih tumora 36 tumora (46,76%) bila su umjereno pozitivna (od 0,202
do 0,783, prosjecna apsorbancija 0,4204+0,1818 ), a 41 tumor (53,24%)
visoko pozitivan (apsorbancije od 0,828 do 3,4590, a prosjecna 1,5537+
0,700) (tablica 2, slika 6).



4.3. Povezanost aktivnosti telomeraze s drugim patohistoloskim
pokazateljima

Povezanost izmedu varijabli je istrazena pomoc¢u Spearmanovog rho
testa zbog nepravilne raspodjele ve¢ine podataka. Utvrden je koeficijent
korelacije te je znacajnost prihvacena uz p<0,05.

Rezultati utvrdivanja povezanosti izmedu aktivnosti telomeraze 1
klinicko patohistoloskih pokazatelja za bolesnice s karcinomom dojke su

slijededi:

1. Utvrdena je niska pozitivna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 veli¢ine tumora (r=0,288; p=0,004), odnosno $§to je

veci tumor veca je vrijednost apsorbancije (slika 7).
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Slika 7. Povezanost aktivnosti telomeraze 1 veli¢ine

tumora.

2. Utvrdena je umjerena pozitivna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 broja zahvacenih limfnih ¢&vorova (r=0,355;
p<0,001), odnosno $to je veéi broj zahvacenih limfnih ¢vorova

veca je 1 aktivnost telomeraze (slika 8).
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Slika 8. Povezanost aktivnosti telomeraze 1 broja

zahvacenih limfnih ¢vorova .

3. Utvrdena je umjerena pozitivha povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 histoloskog stupnja diferenciranosti tumora
(r=0,454; p<0,001), odnosno S§to je veci histoloski stupanj

diferenciranosti tumora veca je aktivnost telomeraze (slika 9).
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Slika 9. Povezanost aktivnosti telomeraze i

histoloSkog stupnja diferenciranosti tumora.

4. Utvrdena je umjerena negativna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 koncentracije estrogenskog receptora (r=-0,319;
p<0,001), odnosno §to je veca aktivnost telomeraze manja je

koncentracije estrogenskih receptora (slika 10).
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Slika 10. Povezanost aktivnosti telomeraze

1 koncentracije estrogenskih receptora.

5. Utvrdena je niska pozitivna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 ucestalosti pozitivnog HER-2 (1=0,292; p=0,003),
odnosno §to je veca aktivnost telomeraze veca je ucestalost

pozitivnog HER-2 (slika 11).
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Slika 11. Povezanost aktivnosti telomeraze
1 uCestalosti pozitivnog HER-2.

6. Utvrdena je niska pozitivna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 vrijednosti postotka pozitivnog proliferacijskog
markera Ki-67 (r=0,205; p=0,038), odnosno §to je veca aktivnost
telomeraze veca je vrijednost postotka pozitivnog proliferacijskog

markera (slika 12).
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Slika 12. Povezanost aktivnosti telomeraze

1 postotka pozitivnog proliferacijskog markera Ki-67.

7. Utvrdena je umjerena pozitivha povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 koncentracije katepsina D (r=0,313; p=0,001),
odnosno §to je veca aktivnost telomeraze veca je 1 koncentracija

katepsina D (slika 13).
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Slika 13. Povezanost aktivnosti telomeraze
1 koncentracije katepsina D.

8. Utvrdena je visoka negativna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 broja mjeseci od trenutka postavljanja dijagnoze do
ponovne pojave bolesti (relapsa) (r=-0,507; p<0,001), odnosno
Sto je veca aktivnost telomeraze manji je slobodni interval od

bolesti (slika 14).
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Slika 14. Povezanost aktivnosti telomeraze

1 slobodnog intervala od bolesti.

9. Utvrdena je umjerena negativna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 broja prezivjelih mjeseci od trenutka postavljanja
dijagnoze (r=-0,374; p<0,001), odnosno §to je veca aktivnost
telomeraze manji je broj prezivjelih mjeseci od trenutka

postavljanja dijagnoze (slika 15).
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Slika 15. Povezanost aktivnosti telomeraze
1 broja prezivjelih mjeseci.

Nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu aktivnosti telomeraze 1
slijedec¢ih patohistoloskih pokazatelja:
e Nema statisticki znafajne povezanosti i1zmedu avrktivnosti

telomeraze 1 dobi bolesnica (r=-0,105; p=0,295)



e Nema statisticki znacajne povezanosti izmedu aktivnosti telomeraze 1

koncentracije progesteronskih receptora (r=0,006; p=0,951)

4.4. Povezanost koekspresije estrogenskog i progesteronskog receptora

Koristenjem Kruskal — Wallisovog testa za utvrdivanje razlika izmedu 4
skupine razliCite koekspresije estrogenskog i1 progesteronskog receptora i
aktivnosti telomeraze utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
skupina (= 11,566; p=0,009). U tablici 3 prikazane su aktivnosti

telomeraze po svakoj od navedenih skupina.

Tablica 3. Aktivnosti telomeraze po pojedinim skupinama temeljenih na

koekspresiji estrogenskih 1 progesteronskih receptora

ER/PR Aktivnost telomeraze (apsorbancija)




koekspresija N

+/4% 36 10,37 (0,032 -2,923)
+/- 27 10,26 (0,021 -2,914)
-/+ 21 10,739+ 0,51

-/- 18 | 1,04 (0,025 - 3,459)

* + oznaCava vrijednost estrogenskog receptora >10 fmol/mg, te

progesteronskog receptora >20 fmol/mg

KoriStenjem Mann-Whitneyevog testa za post - hoc statistiCku
analizu utvrdena je statisticki znacajna razlika u aktivnostima telomeraze
izmedu pojedinih skupina. Rezultati, zajedno s vrijednos$¢u 1 zna€ajnoscu

testa su prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Prikaz rezultata usporedbe aktivnosti telomeraze izmedu

pojedinih skupina.

ER/PR koekspresija Statistika*

+/+ vs. +/ - =-1,181 p=0,238
+/+ vs. -/+ z=-0,827 p=0,408
+/+ vs. -/- z=-2,119 p=0,034
+/- vs. -/+ 7=-2,182 p=0,029
+/- vs. -/- z=-2,757 p=0,006




-/+ Vvs. -/-

=-1,859

p=0,063

*KoriSten je Mann — Whitneyev test za post — hoc analizu

4.5. Povezanost vrijednosti aktivnosti telomeraze I koekspresije

estrogenskog, progesteronskog receptora i statusa HER-2

Koristenjem Kruskal — Wallisovog testa za utvrdivanje razlika

izmedu koekspresije 8 skupina razliCite pozitivnosti estrogenskog 1

progesteronskog receptora te pozitivnosti HER-2 1 aktivnosti telomeraze

nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika izmedu skupina (x’= 12,527;

p=0,084). U skladu s tim nije provedena post — hoc analiza ( tablica 5).

Tablica 5. Aktivnost telomeraze po pojedinim skupinama koekspresije

estrogenskih 1 progesteronskih receptora te pozitivnog HER-2.

ER/PR/HER-2 Aktivnost telomeraze
koekspresija N | (apsorbancija)
+/+/+ 3 10,35(0,27-2,32)




A 9 [0,84+0,59
-+ 11 | 1,09 (0,62 - 3,46)
J~/-1 7 1,06 = 1,00
-+ 4 10,27(0,12-0,97)
- 33 10,39 (0,03 - 2,92)
+/-/- 23 10,26 (0,02-2,91)
- 12 (0,66 £ 0,44

* 4+ oznacava vrijednost estrogenskog receptora >10 fmol/mg,

progesteronskog receptora >20 fmol/mg, te pozitivan HER 2

4.6. Kaplan — Meierove Krivulje

Za analizu odnosa razli¢itih aktivnosti telomeraze na prezivljenje
bolesnica koriStena je Kaplan — Meierova analiza prezivljenja (slika 16).
Prosjecno vrijeme prezivljenja u skupini s aktivnosti telomeraze ispod 0,2
bilo je 103,5 mjeseci, u skupini s aktivnosti telomeraze od 0,2 dO 0,8 bilo je
69 mjeseci, dok je u skupini aktivnosti telomeraze iznad 0,8 bilo 62

mjeseca.
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Slika 16. Kaplan — Meierova krivulja prezivljenja bolesnica u odnosu

na aktivnost telomerase (p<<0,0001).

Za analizu odnosa aktivnosti telomeraze 1 broja mjeseci od dijagnoze
do ponovne pojave bolesti (relapsa) kao kofaktora na vjerojatnost ponovne
pojave bolesti koristena je Kaplan — Meierova analiza (slika 17). Prosjecno
vrijeme slobodnog intervala od bolesti u skupini s aktivnosti telomeraze
ispod 0,2 bilo je 116 mjeseci, u skupini s aktivnosti telomeraze od 0,2 dO
0,8 bilo je 84 mjeseca, dok je u skupini aktivnosti telomeraze iznad 0,8 bilo

24 mjeseca.
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Slika 17. Kaplan — Meierova krivulja ponovne pojave bolesti

(relapsa) bolesnica u odnosu na aktivnost telomeraze
(p<0,0001).

4.7. Coxova regresija

Pomocu metode Coxove regresije ispitan je utjecaj dobi bolesnica,
veli¢ine tumora,zahvacenosti limfnih ¢vorova, stupnja diferencijacije,
estrogenskih i progesteronskih receptora, statusa HER-2, Ki-67, katepsina
D 1 aktivnosti telomeraze na prezivljenje bolesnica. Utvrdeni su statisticki
znadajni ¢imbenici na preZivljenje bolesnica (y°=49,25; p<0,001):

e koncentracija estrogenskih receptora. Bolesnice koje su imale

pozitivne koncentracije estrogenskih receptora (>10 fmola/mg



proteina) imale su 69,7% vece izglede prezivljenja (CI 95%; 0,17-
0,55; p<0,001

e Aktivnost telomeraze. Bolesnice s pozitivnom aktivnosti telomeraze
(apsorbancija>0,2) su imale 4,69 puta ve¢i rizik od umiranja nego
skupina bolesnica s aktivnosti telomeraze nizom od 0,2 (CI 95%;

2,07-10,54;p<0,001).

Coxova regresija utjecaja dobi bolesnica, veliCine
tumora,zahvacenosti limfnih ¢vorova, stupnja diferencijacije, estrogenskih i
progesteronskih receptora, statusa HER-2, Ki-67, katepsina D i aktivnosti
telomeraze na ponovnu pojavu bolesti pokazala je utjecaj slijedecih
¢imbenika:

e koncentracija estrogenskih receptora. Ukoliko je bolesnica imala
pozitivhu koncentracije estrogenskih receptora (>10 fmola/mg
proteina) imala je 68,7% vece izglede da nece imati relaps bolesti
(CI195%:0,18-0,55;p<0,001).

e Aktivnost telomeraze. Bolesnice s pozitivnom aktivnosti telomeraze
(apsorbancija>0,2) su imale 4,82 puta veci rizik od pojave relapsa
bolesti nego skupina bolesnica s aktivnosti telomeraze nizom od 0,2

(CI 95%; 2,40-10,39;p<0,001).

4.8. Utjecaj pojedinih ¢imbenika na prezivljenje bolesnica i relaps
bolesti
Analizom utjecaja pojedinih ¢imbenika izmedu skupine bolesnica s
relapsom 1 bez utvrdena je statisti¢ki znacajna povezanost u broju

zahvacenih limfnih ¢vorova, koncentraciji estrogenskog receptora,



ucestalosti pozitivnog HER-2, broju mjeseci od dijagnoze do relaps, broju

prezivjelih mjeseci kao 1 aktivnosti telomeraze.

U tablici 6. prikazane su vrijednosti pojedinih ¢imbenika u odnosu na

relaps bolesti. Takoder su prikazane vrijednosti testova razlike izmedu

varijabli 1 statisticka znacajnost.

Tablica 6. Prikaz vrijednosti ¢imbenika u odnosu na relaps bolesti

Relaps bolesti Statistika

Ne (n=24) Da (n=78) p
Godine bolesnice 55,5+ 12,43 56,65 + 13,24 0,96
Broj zahvaéenih limfnih ¢vorova 00-4) 1(0-16) 0,001
Histoloski gradus 1,83 £ 0,82 2,18+ 0.8 0,068
Koncentracija estrogenskog receptora
(mol/mg) ) EENSKOg recep 65 (0 - 222) 10 (0 - 358) <0,001
Koncentracija progesteronskog 7.05 (0 - 248) 245 (0 - 620) 011
receptora (fmol/mg) ’ ’ ’
Ucestalost pozitivnog HER 2 0,63 £ 0,92 1,24 +1,32 0,013
Vrijednost proliferacijskog markera
(%)J p JSKOE 8 (1 - 60) 15 (1 - 80) 0,13
Veli¢ina tumora (cm) 2,05 (1 -18) 2,5(0,3-9) 0,78
Slobodni interval od bolesti 0 24 (3 - 108) <0,001
Broj prezivljenih mjeseci 120 61,71 + 36,75 <0,001
Koncentracija katepsina (pmol/mg) 39,33 + 20,58 44,88 + 19,25 0,227
Vrijednost apsorbancije 0,13 (0,21 — 1,36) 0,81 (0,03 —3,46) | <0,001

*Studentov t-test, T Mann - Whitneyev test




Analizom utjecaja pojedinih ¢imbenika izmedu skupine bolesnica

koje su umrle i one koje nisu utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u broju

zahvacenih limfnih ¢vorova, koncentraciji estrogenskog receptora,

Preziviele 120 Nisu prezivj qle Statistika
) A 120 mjeseci

mjeseci (n=34) (n=68) p
Godine bolesnice 56,382 £ 12,412 | 56,735+ 13,361 0,898
Broj zahvacenih limfnih 0 (0-8) 0 (0 -16) 0.048
¢vorova ’
Histoloski gradus 1,941 £ 0,814 2,177 £ 0,809 0,17
Koncentracija estrogenskog
receptora (fmol/mg) 57 (0-222) 8,5 (0-358) p<0,001
Koncentracija progesteronskog 16,5 (0-309) 23.5 (0-620) 0.533
receptora (fmol/mg) ’ ’ ’
Udestalost pozitivnog HER 2 0,588 + 0,925 1,353 + 1,336 0,001
Vrijednost proliferacijskog
markera (%) 8 (1-80) 14,5 (1-70) 0,365
Veli¢ina tumora (cm) 2,15 (0,4-8) 2,5(0,3-9) 0,333
Slobodni interval od bolesti 0 (0 -104) 24 (3-108) <0,001
Broj preZivljenih mjeseci 1200 53,1471 + 31,158 | <0,001
Koncentracija katepsina
(pmol/mg) 41,177 £19,08 | 44,779 £ 19,903 0,384
Aktivnost telomeraze 0,186 (0,021- 0,806 (0,025- <0.001
(vrijednost apsorbancije) 0,923) 3,459) ’

ucestalosti pozitivnog HER-2, broju mjeseci od dijagnoze do relaps, broju

prezivjelih mjeseci kao 1 aktivnosti telomeraze.

Tablica 7. Prikaz vrijednosti cimbenika u odnosu na prezivljenje.

*Studentov t-test, T Mann - Whitneyev test



U tablici 7. su prikazane vrijednosti ispitivanih ¢imbenika u istrazivanju.
Prikazane su srednjom vrijednos$cu i standardnom devijacijom i medijanom
te najnizom 1 najviSom vrijedno$¢u, ovisno o njthovoj normalnosti

raspodjele.

4.9. Binarna logisticka regresija

Binarna logisticka regresija je ucinjena kako bi se istrazio utjecaj
razli¢itih ¢imbenika na prezivljenje bolesnice (tj. ¢injenicu je li bolesnica
prezivjela 120 mjeseci od trenutka postavljanja bolesti ili nije) . Zavisna
varijabla je bilo stanje bolesnice je li umrla ili ne, a nezavisne varijable su
bile koncentracija estrogenskih 1 progesteronskih receptora, ucestalost
pozitivnog HER 2, ucestalost pozitivnog proliferacijskog markera Ki67,
koncentracija katepsina D 1 aktivnost telomeraze. Nezavisne varijable su
preuredene na nacin da se ispitivano svojstvo smatralo negativnim odnosno
pozitivnim, ovisno o koncentraciji ili aktivnosti ispitivanog svojstva.
Koridteni model je imao vrijednost testa y’= 38,742; n=102; p<0,001.
Pojedina¢no, statisticki znacajnog utjecaja na &injenicu je li bolesnica
umrla ili nije imale su koncentracija estrogenskih receptora i aktivnost

telomeraze (tablica 8).



Tablica 8. Tabli¢ni prikaz utjecaja pojedinih ¢imbenika na prezivljenje

bolesnice.
Koeficijen Standardn | Vrijednost Stupnjevi| .. P Omjer
a Waldovog vrijednos
tB . slobode izgleda
pogreska testa t
Poziti k tracij
OZITIVIIA KONCENTracla 2,115 | 0727 | 8,474 1 0,004 0,121
estrogenskih receptora
Poziti k tracij
otiviia KoneEnacld 0761 | 0534 | 2,028 1 0,154 2,140
progesteronskih receptora
Pozitivan HER 2 0,956 0,820 1,359 1 0,244 12,602
PQthlvan proliferacijski marker 0,148 0.529 0,079 1 0779 | 1.160
Ki 67
Pozitivan katepsin D -0,047 0,547 0,007 1 0,931 10,954
Pozitivna aktivnost telomeraze 1,910 0,581 10,816 1 0,001 6,756

U tablici 8 je vidljivo kako su bolesnice koje su imale pozitivne

estrogenske receptore (=10 fmol/mg) imale 87,9% vece izglede prezZivljenja

nego li bolesnice s vrijednoscu estrogenskih receptora <10 fmol/mg.

Takoder se vidi kako su bolesnice s aktivnoSc¢u telomeraze >0,2 imale 6,76

puta vecu vjerojatnost da ¢e umrijeti u odnosu na bolesnice ¢ija je aktivnost

telomeraze bila manja od 0,2.




Binarna logisticka regresija je u¢injena i1 kako bi se istrazio utjecaj razli¢itih
¢imbenika na pojavu relapsa bolesti (tj. ¢injenice je li bolesnica imala
relaps bolesti ili nije). Zavisna varijabla je bilo stanje bolesnice je li imala
ralaps bolesti ili ne, a nezavisne varijable koncentracija estrogenskih i
progesteronskih receptora, ucestalost pozitivnog HER 2, ucestalost
pozitivnog proliferacijskog markera Ki67, koncentracija katepsina D 1
aktivnost telomeraze. Nezavisne varijable su preuredene na nacin da se
ispitivano svojstvo smatralo negativnim odnosno pozitivnim, ovisno o
koncentraciji ili aktivnosti ispitivanog svojstva. KoriSteni model je imao
vrijednost testa x2=48,321; n=102; p<0,001. Pojedinacno, statisticki
znacajnog utjecaja na ¢injenicu je li bolesnica imala relaps ili nije imale su
koncentracija estrogenskih

receptora, koncentracija progesteronskih

receptora 1 aktivnost telomeraze (tablica 9).

Tablica 9. Tabli¢ni prikaz utjecaja pojedinih ¢imbenika na pojavu relapsa
bolesti.

Standardn| Vrijednost
Koeficijen ancardiy VIyednos Stupnjevi ”p Omjer
a Waldovog vrijednos
tB . slobode izgleda
pogreska testa t
Pozitivna koncentracija 2,030 | 1,005 | 4,081 1 0,043 0,131
estrogenskih receptora
Poziti k tracij
ozitiviia Koneentracija 1,500 | 0,670 | 5,010 1| 0025 4481
progesteronskih receptora




Pozitivan HER 2

Pozitivan proliferacijski marker
Ki 67

Pozitivan katepsin D

Pozitivna aktivnost telomeraze

919
1,091
0,194

2,902

1,149
0,672
0,704

0,679

0,640
2,638
0,076

18,279

0,424
0,104
0,783

<0,001

2,506
2,977

1,214
18,21

U tablici 9 vidljivo je kako su bolesnice koje su imale pozitivne

estrogenske receptore (>10 fmol/mg) imale 86,9% vece izglede da nece

imati relaps bolesti nego li bolesnice s vrijednoS¢u estrogenskih receptora

<10 fmol/mg. Bolesnice s pozitivnim vrijednostima progesteronskih

receptora (>20 fmol/mg) imale su 4,48 puta vecu vjerojatnost da ¢e imati

relaps bolesti u odnosu na bolesnice kojima je vrijednost progesteronskih

receptora bila manja od 20 fmol/mg.

Takoder se vidi kako su bolesnice s aktivnoS¢u telomeraze >0,2 imale

18,21 puta vecu vjerojatnost da ¢e imati relaps bolesti u odnosu na

bolesnice Cija je aktivnost telomeraze bila manja od 0,2.




4. RASPRAVA

Rak dojke je najces¢i zlocudni tumor u Zena i incidencija mu je u
stalnom porastu. To je viSestruki proces karakteriziran multiplim genskim
promjenama u epitelnim stanicama. Epitelni karcinomi dojke prolaze kroz
seriju morfoloski prepoznatljivih preneoplasti¢nih lezija kao Sto su epitelna
hiperplazija, atipicna hiperplazija, neinvazivni karcinom. Invazivni
karcinomi mogu nastati iz preneoplasti¢nih lezija, ali i neovisno o njima.
Za uspjesno lijecenje raka dojke najvaznija je rana dijagnostika, te kako
predvidjeti na osnovu klinicke klasifikacije 1 morfoloSkih osobina tumora,
njegovo daljnje ponasanje.

U praksi se koriste prognosticki ¢imbenici, koji ukljucuju, veli¢inu tumora,
broj pozitivnih limfnih ¢vorova u pazuhu, histoloski gradus, te status
hormonskih receptora 1 HER-2.

No, vrlo ¢esto niti kombinacija navedenih prognostickih ¢imbenika ne daje
sigurnost 1 odgovor o potrebi provodenja odgovarajuce terapije. Poznato je
da je princip modernog terapijskog pristupa u bolesnica s rakom dojke,
prona¢i one koje imaju povecani rizik od razvoja relapsa bolesti 1 krace
prezivljenje uzimajuci u obzir tradicionalne 1 nove prognosticke ¢imbenike.

Telomeraza je ribonukleoproteinski enzim koji sintetizira telomere
poslije svake stanicne diobe i na taj nacin odrzava duzinu 1 stabilnost

kromosoma. Aktivnost telomeraze prisutna je u

reproduktivnim stanicama, tkivima s brzom proliferacijom stanica,
besmrtnim stanicama i stanicama karcinoma, ali nije prisutna u normalno

diferenciranim somatskim stanicama. Telomerazna aktivnost u malignoj



progresiji, vjerojatno odgada odlazak stanice u mirovanje, Sto ima za
posljedicu nakupljanje multiplih genskih promjena u malignoj stanici
(119). Aktivnost telomeraze prisutna je u vise, od 80% malignih tumora
razliCite kolokalizacije kao §to su pluca, dojka, pankreas, Zu¢ni vodovi,
zeludac 1 drugi.

Aktivnost telomeraze prisutna je u 67-95% karcinoma dojke.
Hiyama i sur. su nasli aktivnost telomeraze u 130 (93%) od 140 karcinoma
dojke dok su Roos 1 sur. potvrdili aktivnost telomeraze u 85% tumora u
analizi 106 karcinoma dojki ( 120,121). Na relativno malom broju
karcinoma dojke (24) Mokbel i sur. su u studiji iz 1999. godine utvrdili
aktivnost telomeraze u 16 tumora (67%), a u studiji iz 2000 godine u 47
karcinoma dojke utvrdili su pozitivnu telomerazu u 72% tumora (34
tumora) ( 122, 123). U evaluacijskoj studiji Baykala i1 sur. koji su
analizirali literaturne podatke, aktivnost telomeraze bila je pozitivna u 13-
100% karcinoma dojke ( 97). Ovi rezultati pokazuju da vecina malignih
tumora dojke sadrzi stanice koje imaju svojstvo besmrtnosti vezanu uz
aktivaciju telomeraze (120).

Razli¢iti rezultati glede aktivnosti telomeraze u tumorima nastaju zbog
razliCitosti u sadrzaju stani¢nih frakcija 1 razli¢itim stupnjevima
proliferacije epitelnih stanica. U vlastitom radu istrazivana je prisutnost
aktivnosti telomeraze u tkivu 102 bolesnice s rakom dojke i1 u tkivu 40

bolesnica s benignim lezijama dojke (20 fibrocisti¢nih

lezija 1 20 fibroadenoma ), te prisutnost telomeraze u tkivu dojke 20
zdravih ispitanica. Dobiveni rezultati korelirani su s razli¢itim klinickim,
patohistoloSkim 1 biokemijskim pokazateljima te ponovnom pojavom

bolesti 1 prezivljenjem bolesnica prac¢enih 10 godina.



U ovoj studij kao i u ve¢ini drugih studija (122, 123 ), 77 malignih
tumora dojke (75,49%) bilo je pozitivno na prisutnost aktivnosti
telomeraze. Prema nekim autorima za tumorski rast potrebna je kriti¢na
duljina telomera, odnosno minimalan broj telomeri¢kih ponavljanja na
svakome kromosomu. Pretpostavka je , da tumori koji nemaju prisutnu
aktivnost telomeraze , telomere produzuju alternativnim putevima
(procesom homologne rekombinacije ili intratelomericke duplikacije DNA
sekvence) 1 tako odrzavaju proliferaciju i besmrtnost stanice (124,125).

Temeljem vlastitog istrazivanja nije nadena prisutnost aktivnosti
telomeraze u zdravom tkivu dojke, fibrocisticnim lezijama 1
fibroadenomima.

U nekim studijama ustanovljena je prisutnost aktivnosti telomeraze u
fibroadenomima. U analizi Hiyama i sur. nadena je aktivnost u 45%
fibradenoma 9/ 20 ispitivanih, a u studiji Sugina 1 sur. u jednom
fibroadenomu od ispitivanih 15 nadena aktivnost telomeraze (120,126).
Fibroadenom u studiji Sugina 1 sur. bio je velik 8 cm 1 bolesnica je imala
15 godina. Aktivnost telomeraze nije nadena u 60 fibroadenoma u studiji

Mokbella 1 sur. (123), §to je u skladu s vlastitim istrazivanjem.

Fibroadenomi su benigne neoplazme dojke koje se najceSce
dijagnosticiraju u Zena izmedu 20 i1 30 godina. Smatra se da je aktivnost
telomeraze u fibradenomu posljedica proliferacije mati¢nih epitelnih
stanica ( 122,126).

Neki autori su utvrdili malu prisutnost aktivnosti telomeraze u
fibrocisticnim lezijama 1 zdravom tkivu dojke, $to moze biti fizioloska
posljedica prisutnosti aktivnosti telomeraze u proliferaciji regenerativnih

stanica dojke (127). Negativna aktivnost telomeraze nadena je analizama



Hiyama 1 sur. 1 Mokbell 1 sur., §to je utvrdeno i1 u vlastitom istrazivanju
(120,122,123).

Rezultati vec¢ine studija takoder su pokazali da aktivnost telomeraze
nije prisutna u zdravom tkivu dojke ( 120,128 ). Rezultati vlastitog
istrazivanja su u skladu s tim istrazivanjima. Medutim, Yashima i sur.
utvrdili su malu prisutnost aktivnosti telomeraze u zdravom tkivu (127).
Pretpostavili su da je ova aktivnost vjerojatno rezultat fizioloske prisutnosti
telomeraze u proliferativno-regeneracijskim stanicama dojke.

U vlastitoj , kao 1 u nekim drugim studijama nije ustanovljena
povezanost izmedu dobi bolesnica i aktivnosti telomeraze u bolesnica s
karcinomom dojke ( 96,112, 128, 129) . Hyama 1 sur su nasli 100%
prisutnost aktivnosti telomeraze u karcinomima dojke bolesnica koje su u
premenopauzi , te 91% bolesnica koje su postmenopauzi (120). Vecina
bolesnica u ovom radu bile su u dobi iznad 50 godina (66 %), pa se
pretpostavlja da je 1 koli¢ina epitelnih stanica u proliferaciji mala i

aktivnost telomeraze vjerojatno potjee od tumorskih stanica.

Veli¢ina tumora 1 aktivnost telomeraze prema ispitivanjima nekih
studija nije bila povezana (96,126,129). Prema drugim autorima aktivnost
telomeraze 1 veli¢ina tumora bilu su medusobno povezani (92,119, 120).
Temeljem vlastitih rezultata potvrdeni su rezultati Umbrichta 1 sur.,
Hiyama i sur. 1 Hoos 1 sur.(92,119,120). Utvrdena je pozitivha povezanost
izmedu aktivnosti telomeraze i veliine tumora. Vrijednost apsorbancije
telomeraze povecavala se s veli¢inom tumora.

Temeljem vlastitog istrazivanja ustanovljena je pozitivna povezanost
aktivnosti telomeraze s postojanjem metastaza u limfnim c¢vorovima
pazuha, Sto je vec¢i broj pozitivnih limfnih ¢vorova, veca je i1 vrijednost

apsorbancije telomeraze u tumorima. Dobiveni rezultati u skladu su s



rezultatima Hoos 1 sur. 1 nekih drugih autora (92,120,122,128). Sugino i
sur. kao i neka druga istrazivanja nisu pokazala povezanost izmedu
postojanja metastaza u limfnim ¢vorovima pazuha 1 aktivnosti telomeraze (
96, 126,129).

Aktivnost telomeraze u studijama Mokbell i1 sur. i Hiyame i sur.
korelira s loSijim ( viSim ) histoloSkim gradusom tumora ( 120,121).
Vlastiti rezultati su pokazali povezanost aktivnosti telomeraze i viSeg
histoloSkog gradusa tumora, Sto je u skladu s istrazivanjima gore
spomenutih autora. Medutim neka istraZivanja nisu pokazala povezanost
aktivnosti telomeraze 1 histoloskog gradusa ( 96,126,129).

U zadnjih tridestak godina poznato je da su estrogenski 1
progesteronski receptori dobar prognosticki i1 prediktivni ¢imbenik u

bolesnica s karcinomom dojke. Bolesnice koje imaju pozitivne

estrogenske 1 progesteronske receptore imaju manji rizik od ponovne
pojave bolesti 1 dulje prezivljenje. U vecini studija nije nadena povezanost
izmedu statusa estrogenskih 1 progesteronskih receptora i aktivnosti
telomeraze (96,112, 120,130). U ovom istrazivanju, takoder, nije
pronadena  korelacija izmedu aktivnosti telomeraze 1 statusa
progesteronskih receptora, dok je utvrdena negativna povezanost izmedu
aktivnosti telomeraze 1 statusa estrogenskih receptora. Broj bolesnica koje
imaju pozitivhu aktivnost telomeraze ve¢i je u skupini onih koje imaju
negativne estrogenske receptore. Ovi rezultati slazu se s rezultatima
Kalogeraki-ja 1 sur. Studija Roos-a pokazala je korelaciju aktivnosti
telomeraze 1 negativnih estrogenskih 1 progesteronskih receptora.
(121,131). U vlastitoj analizi koekspresije estrogenskih 1 progesteronskih

receptora u karcinomima dojke, pokazano je da su najviSe vrijednosti



apsorbancije telomeraze prisutne u tumorima u kojima su oba receptora
bila negativna. U tumorima u kojima su bila pozitivna oba receptora ili je
bio pozitivan samo estrogenski receptor utvrdene su statisticki znaCajne
nize vrijednosti apsorbancije aktivnosti telomeraze. PretraZzivanjem
literature o koekspresiji steroidnih receptora i povezanosti aktivnosti
telomeraze, pronadena je samo jedna studija. Bednarek 1 sur. su analizirali
koekspresiju steroidnih receptora i aktivnosti telomeraze u 104 karcinoma
dojke (112). Oni nisu pronaSli povezanost izmedu estrogenskih 1
progesteronskih receptora 1 aktivnosti telomeraze u tumorima, niti su
pronasli povezanost izmedu razli¢ite koekspresije steroidnih receptora i

aktivnosti telomeraze.

Poznato je da estrogen i estrogenski receptori sudjeluju u regulaciju
transkripcije kataliticke podjedinice ( hTERT ) telomeraze.
Aktivirani estrogenski receptori o 1 B dinamicki se veZu na promotorska
mjesta na hTERT gena 1 sudjeluju u remodeliranju kromatina koji korelira s
aktivno$¢u genske transkripcije. Najnovija istrazivanja su pokazala da je za
remodeliranje kromatina potrebna i aktivirana endotelna NO-sintetaza (eng.
Nitric oxide ), koja se zajedno s aktiviranim estrogenskim receptorom veze
na promotorsko mjesto na hTERT gena. ( 132,133). U zlo¢udnim
stanicama javljaju se brojni poremecaji genske izraZenosti, pa tako 1
gubitak estrogenskih 1 progesteronskih receptora. Moguce je da je u
malignim tumorima dojke s negativnim estrogenskim receptorima,
izmjenjena 1 regulacija aktivnosti telomeaze. Pretpostavlja se da bolesnice s
negativnim estrogenskim receptorom i visokom aktivnoséu telomeraze

predstavljaju skupinu s visokim rizikom napredovanja bolesti.



Postoji vrlo malo radova o povezanosti aktivnosti telomeraze i HER-
2 u karcinomu dojke. U vlastitom istrazivanju pronadena je povezanost
izmedu aktivnosti telomeraze 1 prisutnosti HER-2 kao 1 u radu Kalogeraka 1
sur ( 131 ) . U skupini bolesnica s pozitivnim HER-2 bilo je vise bolesnica
koje su imale prisutnu viSu aktivnost telomeraze. Poznato je da HER-2
inducira transkripciju kataliticke podjedinice telomeraze preko ERK MAP
kinaze (eng. ERK MAP, extracellular signal regulted kinase, mitogen
activated protein kinase). U analizama Goueli 1 sur.,ali 1 nekih drugi autora
u uzorcima karcinoma dojke nadena je velika povezanost izmedu
prisutnosti
hTERT-a 1 HER-2 (134). Povezanost aktivnosti telomeraze i HER-2
stausa pronadena je i u stani¢nim linijjama karcinoma dojke. Navedeni
autori su pretpostavili da su ti tumori agresivniji i povezani s loSijom
prognozom ( 134).

Vlastito istrazivanje analiziralo je 1  povezanost koekspresije
steroidnih receptora 1 HER-2  statusa s aktivnosti telomeraze u
karcinomima dojke. Rezultati nisu pokazali statisti¢ki znacajnu povezanost
aktivnosti telomeraze 1 razli¢ite koekspresije steroidnih receptora i HER-2
stausa. Medutim iz ovih rezultata vidljivo je da su viSe vrijednosti
apsorbancije prisutne u skupini u kojima je koekspresija sva tri receptora
negativna odnosno u trostruko negativnim tumorima, ali isto tako 1 u
skupini u kojoj je pozitivan samo HER-2. Niske vrijednosti telomeraze
prisutne su u skupinama koekspresije, ako je pozitivan estrogenski receptor
bez obzira na prisutnost odnosno odsutnost druga dva receptora. U
dostupnoj literaturi nisu pronadene sli¢ne studije koje su istrazivale
povezanost telomerazne aktivnosti i koekspresije ova tri receptora.

Mnoga istraZzivanja su potvrdila da je proliferacija dominantno

obiljezje multigenetskih promjena u karcinomu dojke, te korelira s



prognozom bolesti. KoriStenjem protutijela protiv Ki-67 , moguce je tocno
pokazati udio proliferacijskih stanica u karcinomu dojke (44 , 135). U meta
analizi Azambuja 1 sur. na 12 155 bolesnica s karcinomom dojke pokazano
je da visoko pozitivne bolesnice na Ki-67 imaju veliki rizik relapsa bolesti
1 kra¢e prezivljenje (136). U vlastitom istrazivanju je nadena povezanost
izmedu povecanog prisustva Ki-67 1 aktivnosti telomeraze u karcinomima
dojke. Rezultati su u skladu s malobrojnim istrazivanjima korelacije Ki-67 1
aktivnosti telomeraze (114, 121).

Prekomjena ekspresija katepsina D korelira s metastatskim
potencijalom tumora. Katepsin D razgraduje bazalnu membranu oko
primarnog tumora 1 proteinske substrate, Sto doprinosi invaziji tumora i
metastaziranju. Zadnji niz godina ispituje se povezanost prisutnosti
katepsina D 1 prisutnosti odnosno odsutnosti metastaza u limfnim
¢vorovima. Rezultati nisu jednoznaéni. Aziz 1 sur. su pokazali da nema
povezanosti izmedu katepsina D 1 metastaza u limfnim ¢vorovima s
prezivljenjem bolesnica 1 relapsom bolesti (137). Drugi autori su pokazali
da poviSena koncentracija katepsina D u bolesnica bez metastaza u limfnim
¢vorovima znacCi loSiju prognozu bolesti, neovisnu o drugim klinicko
patoloskim pokazateljima (138). Istrazivanja povezanosti katepsina D i
aktivnosti telomeraze u karcinoma dojke malobrojna su. U vlastitoj studiji
nadena je povezanost izmedu prisutnosti aktivnosti telomeraze i1 poviSene
koncentracije katepsina D u karcinomima dojke. Medutim, Clark 1 sur. u
ispitivanju 150 karcinoma dojke nisu nasli povezanost aktivnosti
telomeraze 1 katepsina D (128).

Nekoliko studija je ispitivalo ulogu telomeraze kao prognostickog
¢imbenika. Clark i sur. analizirali su 400 uzoraka primarnog karcinoma
dojke u bolesnica koje su imale prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima

pazuha. Rezultati su pokazali povezanost izmedu aktivnosti telomeraze i



prezivljenja bolesnica te malu povezanost izmedu ranijeg relapsa bolesti 1
aktivnosti telomeraze koja nije bila statisticki znacCajna (128). Istrazivanja
ove studije

potvrdene su studijama Smickova i Kimura (139-141). Analiza s
mikropostrojem 611 karcinoma dojke, pokazuje da su povecane
izrazenosti telomeraznih komponenti hTERT 1 hTR povezani s kra¢im
prezivljenjem 1 ranijim relapsom bolesti (142). Medutim Carey i sur. nisu
nasli povezanost izmedu aktivnosti telomeraze, relapsa bolesti 1
prezivljenja (129). Analizirali su 203 karcinoma dojke s primarnim
tumorom koje nisu imale metastaze u limfnim ¢vorovima. Autori su
analizirali  razlike u rezultatima u razli¢itim studijama u pogledu
povezanosti aktivnosti telomeraze, relapsa bolesti i1 prezivljenja. Za razliku
od njihove studije u drugim studijama analizirane su bolesnice s
metastazama u limfnim ¢vorovima koje imaju loSiju prognozu bolesti i
postojale su znacajne razlike u uzorku tkiva i koli¢ini tkiva. Tako su oni
koristili mikrorezove, a Clark 1 sur. usitnjeno tkivo tumora dojke (126), §to
je oko 10 puta viSe tkiva (127). Razlike su moguce 1 zbog prisutnosti
nekroze 1 stanica koje nisu tumorske, a koje ne izrazavaju aktivnost
telomeraze.

U vlastitoj studiji u kojoj su bolesnice pracene 10 godina, utvrdena je
visoka negativna povezanost izmedu aktivnosti telomeraze 1 broja mjeseci
od trenutka postavljanja dijagnoze do ponovne pojave bolesti, ako je
prisutna visa aktivnost telomeraze manji je broj mjeseci od trenutka
postavljanja dijagnoze do ponavne pojave bolesti (relapsa) Kada su
bolesnice podijeljene u tri skupine prema aktivnosti telomeraze
(negativnu,umjerenu i visoku aktivnost), dobiveno je da se vrijeme do

ponovne pojave bolesti skracuje u svakoj slijedecoj skupini.



Takoder je u 10 godiSnjem pracenju, utvrdena srednja negativna

povezanost izmedu aktivnosti telomeraze i broja prezivjelih mjeseci

od trenutka postavljanja dijagnoze. Prezivljenje bolesnica bilo je najmanje
u skupini u kojoj je prisutnost telomeraze bila visoka, dok su bolesnice u
skupini umjerene izrazenosti telomeraze imale krace prezivljenje u odnosu
na bolesnice s negativnom prisutnosti telomeraze.

Coxova regresija, pokazala je da na prezZivljenje bolesnica statisticki
znacajni utjecaj imaju koncentracija estrogenskih receptora i aktivnost
telomeraze. Bolesnice koje su imale viSe koncentracije estrogenskih
receptora 1 niZze aktivnosti telomeraze imale su vece prezivljenje.

Coxovom regresijom za relaps bolesti pokazan je statisticki znacajan
utjecaj koncentracije estrogenskih receptora 1 aktivnosti telomeraze.
Bolesnice koje su imale niZe aktivnosti telomeraze 1 viSe koncentracije
estrogenskih receptora imale su duze vrijeme do ponovne pojave bolesti.

Binarna logisticka regresija za prezivljenje bolesnica pokazala je
utjecaj koncentracije estrogenskih receptora i aktivnosti telomeraze. U
skupini bolesnica koje su umrle aktivnosti telomeraze su pozitivne, dok su
koncentracije estrogenskih receptora bile negativne.

Binarnom logistickom regresijom za relaps bolesti pokazan je
utjecaj koncentracije estrogenskih 1 progesteronskih receptora, te aktivnosti
telomeraze. Bolesnice koje su imale relaps bolesti imale su pozitivhu
aktivnosti telomeraze 1 pozitivne koncentracije progesteronskih receptora te

negativne koncentracije estrogenskih receptora.

Multivarijatne analize drugih autora pokazale su neujednacene
rezultate. Studija Clarka 1 sur. pokazala je povezanost kra¢eg prezivljenja

bolesnica 1 zahvacenosti veceg broja limfnih C¢vorova, negativnih



estrogenskih receptora 1 viSe aktivnosti telomeraze, a povezanost vise
aktivnosti telomeraze i krac¢eg prezivljenja potvrdena je i u multivarijatnoj
studiji Hiyame 1 sur (118,126) . Medutim, u multivarijatnoj studiji Carey 1
sur. nadena je povezanost s kraéim prezivljenjem i pozitivnim limfnim
¢vorovima, ali ne i1 povezanost s aktivnosti telomeraze niti drugim
patohistoloSkim pokazateljima (127). U multivarijatnoj analizi Clarka 1
sur. utvrdene su takoder povezanosti izmedu ponovne pojave bolesti 1
veceg broja zahvacenih limfnih ¢vorova, negativnih estrogenskih receptora
1 visih vrijednosti telomeraze (118). Carey i sur. u multivarijatnoj analizi
nisu dobili povezanost ponovne pojave bolesti s viSim vrijednostima
telomeraze, ve¢ samo povezanost s vefim brojem zahvacenih limfnih
¢vorova i nize koncentracije estrogenskih receptora (124).

U analizi utjecaja vrijednosti pojedinih patohistoloskih ¢imbenika na krace
prezivljenje, utvrdena je povezanost s pozitivnim limfnim ¢vorovima,
nizom koncentracijom estrogenskih receptora, pozitivnim HER-2 i
pozitivnom aktivnosti telomeraze.

Vlastita analiza utjecaja pojedinih patohistoloskih ¢imbenika na
ponovnu pojavu bolesti u bolesnica s karcinomom dojke pokazala je
povezanost s  pozitivnim limfnim ¢vorovima pazuha, nizim
koncentracijama estrogenskog receptora, pozitivnim HER-2 1 viSim

vrijednostima aktivnosti telomeraze.

Rezultati ovog rada su pokazali da je aktivnost telomeraze u
karcinomu dojke lo§ prognosticki pokazatelj. Vlastiti rezultati kao 1
rezultati drugih studija upucuju na daljnju potrebu istrazivanja uloge
telomeraze u karcinomu dojke. U odredivanju aktivnosti telomeraze u

karcinomu dojke potrebno je uskladiti kriterije u pripremi tkiva kao 1



metoda u odredivanju aktivnosti telomeraze. U ovom radu nije nadena
aktivnost telomeraze u benignim lezijama dojke kao ni u zdravom tkivu
dojke, §to moze predstavljati dijagnosticku vaznost telomeraze.

U vlstitom istrazivanju nadena je pozitivna povezanost telomerazne
aktivnosti 1 veli€ine tumora, pozitivnih limfnih ¢vorova aksile, viSeg
histoloskog gradusa, pozitivnog HER-2,veCeg postotka Ki-67 1 visih
vrijednosti katepsina D.

Negativna povezanost nadena je izmedu aktivnosti telomeraze 1
vrijednosti estrogenskih receptora.

Pracenje bolesnica deset godina pokazalo ja da bolesnice koje imaju
pozitivnu aktivnost telomeraze imaju brzi relaps bolesti 1 krace prezivljenje
ali isto tako da se vrijeme do ponovne pojave bolesti 1 prezivljenje skracuju
s povecanjem aktivnosti telomeraze.

Multivarijatna analiza potvrdila je povezanost viSih vrijednosti
aktivnosti telomeraze i1 ponovne pojave bolesti te krace prezivljenje
bolesnica s karcinomom dojke.

Zakljucno se moze ustvrditi da vlastiti rezultati pokazuju povezanost
aktivnosti telomeraze u tkivu raka dojke s brojnim negativnim
prognostickim ¢imbenicima, te kra¢im vremenom do
relapsa bolesti 1 kra¢im prezivljenjem bolesnica, Sto sve ukazuje na to da je
aktivnost telomeraze negativni prognosticki ¢imbenik u bolesnica s rakom
dojke.

Vazna su daljnja istrazivanja aktivnosti telomeraze u cilju
poboljSanja terapije karcinoma dojke, jer inhibicija telomeraze dovodi do
smrti 1 regresije u proliferaciji malignih stanica. hTERT komponenta
telomeraze inducira citotoksi¢ne T limfocite 1 moze biti tumorski antigen

kao 1 baza za razvoj cijepiva protiv tumora.



6. ZAKLJUCCI

Temeljem vlastitog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti
slijedece:
1.) Aktivnost telomeraze bila je prisutna u 77 karcinoma dojke

(75,49%).

2.) Aktivnost telomeraze bila je negativna u zdravom tkivu, te u
benignim promjenama dojke (fibrocistiénim promjenama i
fibroadenomima) .

3.) Ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu

aktivnosti telomeraze i veli¢ine tumora, statusa limfnih
¢vorova pazuha, histoloskog gradusa, HER-2, Ki-67 1
katepsina D.

4.) Utvrdena je negativna povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 estrogenskih receptora.

5.) Nije nadena statisticki znaCajna povezanost izmedu
aktivnosti telomeraze 1 dobi bolesnica te
progesteronskih receptora.

6.) Utvrdena je negativna povezanost izmedu
aktivnosti telomeraze 1 relapsa bolesti u 10 godina pracenja
bolesnica, kao 1 aktivnosti telomeraze i 10. godisnjeg
prezivljenja.

7.) U naSem istrazivanju nekoliko elemenata upucuje na
povezanost aktivnosti telomeraze 1 agresivnijeg fenotipa
tumora:

- u skupini bolesnica koje imaju tumore ve¢e od 2 cm viSe su

aktivnosti telomeraze u tumoru,



u skupini karcinom s pozitivhim limfnim ¢vorovima vise su
aktivnosti telomeraze u tumoru,
- u skupini slabo diferenciranith tumora viSe su aktivnosti
telomeraze u tumoru,
- u skupini tumora koje imaju ekspresiju HER-2 vise su aktivnosti
telomeraze u tumoru,
- u skupini tumora koje imaju prisutnost Ki-67 viSe su aktivnosti
telomeraze u tumoru,
- u skupini tumora koji imaju negativne estrogenske receptore
visa je aktivnost telomeraze u tumoru,
- bolesnice koje imaju vise aktivnosti telomeraze imaju raniju
pojavu bolesti u 10 godina pracenja,
- prezivljenje bolesnica praceno 10 godina bilo je krace u
bolesnica s viSom aktivnosti telomeraze.
U Coxovoj regresiji razliCitih patohistoloSkih pokazatelja na
prezivljenje bolesnica i Binarnoj logistickoj regresiji
ispitivanja utjecaja prac¢enih ¢imbenika na ¢injenicu da li je
nastupila smrt ili nije pokazano je da su statisticki znacajni:
- Koncentracija estrogenskih receptora.
- Aktivnost telomeraze.
Coxovom regresijom razli€itih patohistoloskih pokazatelja na
ponovnu pojavu bolesti bolesnica pokazano je da su statisti¢ki

znacajni slijede¢i parametri:
- Koncentracija estrogenskih receptora.

-Aktivnost telomeraze.

Binarna logisticka regresija ispitivanja utjecaja pracenih

¢imbenika na ¢injenicu da li je doslo do ponovne pojave



bolesti ili ne, pokazala je statisti¢ku znacajnost:
-Koncentracija estrogenskih receptora
-koncentracija progesteronskih receptora

-Aktivnost telomerase

10.) Zaklju¢no mozemo ustvrditi da nasi rezultati pokazuju

povezanost aktivnosti telomeraze u tkivu raka dojke s brojnim
negativnim prognostickim ¢imbenicima, te kra¢im vremenom
do relapsa bolesti 1 kra¢im prezivljenjem bolesnica, §to sve
ukazuje na to da je aktivnost telomeraze negativni prognosticki
¢imbenik u bolesnica s rakom dojke.



7. SAZETAK

Rak dojke je heterogena bolest koja obuhvaca brojne bioloske
entitete sa specificnim patoloSkim obiljezjima 1 razli¢itim bioloSkim
ponasanjem. U naSem istrazivanju Zeljeli smo ispitati prisutnost aktivnosti
telomeraze u malignim 1 benignim bolestima dojke. Telomeraza je
ribonukleoproteinski kompleks koji se sastoji od tri podjedinice:
kataliticke proteinske podjedinice telomeraza reverzne transkriptaze,
telomeraza RNA podjedinice 1 proteinske podjedinice. Aktivnost
telomeraze prisutna je u razli¢itim bioloSkim procesima kao §to su starenje,
bolesti mati¢nih stanica 1 maligni rast. Analizirali smo aktivnost telomeraze
u tkivu 102 karcinoma dojke, 20 fibrocisticnih promjena dojke, 20
fibroadenoma 1 20 zdravih dojki. Rezultate dobivene TRAP analizom
(engl. telomeric repeat amplification protocol) usporedili smo s razli¢itim
klinickopatoloskim pokazateljima: dobi bolesnica, veli¢inom 1 histoloskim
gradusom tumora, nalazom limfnih ¢vorova u pazuhu, vrijednostima
steroidnih receptora, HER-2 statusom , nalazom Ki-67 1 vrijednostima
katepsina D. Takoder smo analizirali odnos aktivnosti telomeraze i
razdoblja do ponovne pojave bolesti, te desetogodiSnjeg prezivljenja
bolesnica s karcinomom dojke. Aktivnost telomeraze bila je prisutna u 77
karcinoma dojke (75,49%), dok je nalaz telomeraze u benignim
promjenama i zdravom tkivu bio negativan. Utvrdena je statisti¢ki znaCajna
pozitivna povezanost izmedu aktivnosti telomeraze 1 veli€ine tumora, broja
zahvacenih limfnih ¢vorova, histoloS8kog gradusa, Ki-67, HER-2 statusa 1
vrijednosti katepsina D. Negativna povezanost nadena je izmedu aktivnosti
telomeraze 1 statusa estrogenskih receptora. Utvrdeno je da bolesnice koje

imaju visu aktivnost telomeaze imaju krac¢e razdoblje do ponovne pojave



bolesti 1 kra¢e desetogodiSnje prezivljenje u odnosu na bolesnice s nizim
ili negativnim vrijednostima. Nije nadena povezanost izmedu aktivnosti
telomeraze 1 dobi bolesnica 1 statusa progesteronskih receptora. Coxova
regresija je pokazala statisticki znacajan utjecaj koncentracije estrogenskih
receptora i aktivnosti telomeraze na desetogodiSnje prezivljenje i relaps
bolesti. Binarna logisticka regresija za desetogodiSnje prezivljenje je
pokazala statisticki znacajan utjecaj koncentracije estrogenskih receptora i
aktivnosti telomeraze, a za relaps bolesti statisticki znacajane koncentracije

estrogenskih 1 progesteronskih receptora, te aktivnosti telomeraze.



8. SUMMARY

Breast cancer is a heterogeneous disease that includes numerous
biological entities with specific pathological characteristics and variable
biological behavior. In this study we intended to investigate the presence of
telomerase activity in malignant and benign breast lesions. Telomerase is a
ribonucleoprotein complex. It contains three subunits: catalytic subunit of
human telomerase reverse transcriptase, telomerase RNA subunit and
protein subunit. Telomerase activity is present in various biological
processes like aging, stem cell diseases and malignant growth. We
analyzed telomerase activity in 102 breast carcinomas, 20 fibrocystic
lesions, 20 fibroadenomas and 20 samples of normal beast tissue. Results
obtained by TRAP assay (telomeric repeat amplification protocol) were
correlated with various clinicopathologic parameters: patient age, size and
histological grade of tumor, axillary lymph node status, steroid receptors,
HER-2 status, Ki-67 analysis and Cathepsin D values. We also analyzed
relationship between telomerase activity and disease-free survival and
relationship with ten-year survival. Telomerase activity was present in 77
breast cancers (75,49%). The analysis of telomerase activity in benign
lesions and normal breast tissue was negative. Significant correlation was
found between telomerase activity and tumor size, the number of axillary
lymph nodes involved, histological grade, Ki-67 analysis, HER-2 status
and Cathepsin D values. Negative correlation was found between
telomerase activity and status of estrogen receptors. Patients with higher
telomerase activity had shorter disease-free survival and shorter ten-year
survival than those with lower or negative telomerase activity. No
relationship was found between telomerase activity and patient age and

progesterone receptor status. Cox regression revealed significant impact of



estrogen receptor status and telomerase activity on ten-year survival and
disease-free survival. Binary logisitic regression showed significant impact
of estrogen receptor status and telomerase activity on ten-year survival and
significant impact of estrogen and progesterone status as well as telomerase

activity on disease-free survival.
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